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Dog Dr. Emrah TORLAK

Seker pancari, diinyanin ticari sekerinin % 22'sine ve ABD’nin yerli iiretiminin yaklasik yarisina
kadarm iiretmektedir. ik y1lda yaprak ve depo kokleri gelistiren iki yillik bitki, ardindan ikinci yil icinde
¢icek ve tohum ekimi yapilan bienal bitkidir. Bu 6nemli bitkiye ait en kapsamli genomik ¢alisma 2014
yilinda Dohm ve ekibi tarafindan gergeklestirilmis olup; 9 linkaj grubuna yeni nesil dizileme sonucu
gelistirilen genom sekanslari yerlestirilmistir. Bu tez kapsaminda bu kromozomlara ait sekans verileri
mikrosatelit markorleri yoniinden analiz edilmis olup yeni nesil ¢ok sayida markor gelistirilmistir. Bu
yeni gelistirilen markdr seti tezin en 6nemli ¢iktist olmaktadir. Gelistirilmis olan markdr seti veri
tabanlarinda biyoinformatik olarak analiz edilerek olast protein fonksiyonlari tahmin edilmistir. Bu
calisma da basli basmna tezin dnemli bir ¢iktis1 olmaktadir. Ayrica gelistirilmis olan markdr setinin bir
kismu ile bir seker pancart popiilasyonu ¢esitlilik yoniinden karakterize edilmistir.

Anahtar Kelimeler: genetik ¢esitlilik, mikrosatelit markor gelistirme, ssr markor gelistime,
seker pancari
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Sugar beet produces 22% of the world’s commercial sugar and about half of US domestic
production. It is a biennial plant that developes leaf and storage roots in the first year and then flowers
and seeds in the second year. The most comprehensive genomic study of this important plant was carried
out in 2014 by Dohm et al., and genome sequences developed as a result of next genereation sequencing
were placed in 9 linkage groups. In this thesis, sequence data of these chromosomes have been analyzed
in terms of microsatellite markers and many new generation markers have been developed. This newly
developed marker set is the most important output of this thesis. The developed marker set was analyzed
bioinformatically in the databases and possible protein functions were estimated. In addition, also this is
another important outcome of this thesis. Furthermore, a sugar beet populatin was characterized about
diversity with a portion of the developed marker set.

Keywords: genetic diversity, microsatellite marker development, sugar beet, ssr marker
development
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

£ mikro
°C: santigrad derece

Kisaltmalar

AFLP: Cogaltilmis Fragman Uzunluk Polimorfizmi
ATP: Adenozintrifosfat

DNA: Deoksiribo Nikleik Asit

GB: gigabaz

GBS: Sekanslama ile Genotipleme (Genotyping by sequencing)
GWAS: tiim genom iliskilendirme ile 1slah

kb: kilobaz

kg: kilogram

MAS: Mark& Destkeli Islah

mb: megabaz

mL.: mililitre

mM: milimolar

ng: nanogram

nt: nikleotit

PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction)
PIC: Polimorfizm Bilgi Icerigi

PPI: Pirofosfat

RAPD: Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA

RFLP: Restriksiyon Fragman Uzunluk Polimorfizmi
RIL: rekombinant saf hat

SBS: Sentezleme il Sekanslama

SSR: Basit Tekrar Dizileri (Simple Sequence Repeats)
subsp.: alt tir

WGS: TUm Genom Sekanslama

L: mikrolitre

M: mikromolar
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1. GIRIS

Seker pancar1 (Beta vulgaris L.) 1liman bolgelerdeki seker Cretimi ign bUyik bir
Ooneme sahiptir (Smulders ve ark., 2010). Sekeri depoladiklar1 kokleri i¢in yetistirilen
seker pancari iriinleri (Beta vulgaris subsp. vulgaris), seker kamisi sonrast diinyanin
ikinci sakkaroz kaynagidir ve biyoyakit hammaddesi olarak da kullanilir. Seker pancari
Ukemiz ign stratejik éheme sahip olan baslica tarim iriinlerimizden birisidir. Diinya
seker iiretiminin %30’u seker pancarindan karsilanmaktadir. Ulkemizde ise bu
oran %90’1n lizerindedir. Bu tezin amaci seker pancari genotipleri arasinda ve genetik
haritalama c¢aligmalarinda kullanilmak {izere yeni mikrosatelit markdr setinin
gelistirilmesi ve bu markdrlerin bir seker pancari popiilasyon setinde genotiplenmesidir.
Bu amac¢ dogrultusunda seker pancari genomu mikrosatelit markorleri gelistirme amaci
ile analiz edilecek ve gelistirilen markorlerin i¢inden panel genotiplenecektir.

Seker pancar1 diinyada seker, biyoetanol ve hayvan yemi ihtiyacinin karsilandig
onemli bir kaynaktir. 2n=18 kromozoma ve yaklasik 758 megabaz genom biiytikliigiine
sahiptir. Seker pancari iireticileri seker pancarinda kok verimini ve seker igerigini
iyilestirmeye c¢aligirlar ve bu dogrultuda 1slah yaparlar (Wang ve ark., 2018). Ancak bu
iki 6zellik de genetik olarak karisik bir altyapiya sahiptir. Bu durum DNA (deoksiribo
niikleik asit) markdrleri ile molekiiler destekli 1slah caligsmalarini gerekli hale getirmistir.
Seker pancarinda yapilan 1slah ¢aligmalar1 sonucunda, seker miktar1 %8’den %18’e
ulagsmistir ve 1slah calismalariyla ayn1 zamanda viral ve mantar hastaliklarina karsi
direng gibi 6zellikler de aktif olarak segilmistir (Dohm ve ark., 2014).

Bitki 1slah calismalarinda DNA markdrleri genetik 1slah calismalarina olanak
saglamaktadir. Tohum verimini artirmak i¢in uygulanan markor destekli 1slah
caligmalarinda genoma 0Ozgli molekiiller markdrler kullanilmaktadir. Bir bitki
tohumundaki genotipik degiskenlik markor alellerindeki cesitlilikten kaynaklanmaktadir.
Bu durumda molekiiler markorler bitki tohum koleksiyonlarin1 karakterize etmede
&remli rol oynarlar (Uncu, 2018). Genetik markorler hem vahsi tiirlerde hem de 1slah
edilmis tiirlerde popiilasyon yapisinin belirlenmesi, genetik ¢esitliligin tespiti,
siniflandirma, baglant1 haritast olusturma, istenen 6zellikler i¢in alellerin haritalanmasi
gibi calismalarin kolaylikla yapilmasini saglamaktadir (Simko ve ark., 2012). Molekiiler
markdrler fenotipik ve pedigri verilerine gore daha dogru sonuglar vermektedir (Smith

ve ark., 1992).



Okaryotik organizmalarin genomlarinda basit dizi tekrarlar1 bulunur. Bunlara
SSR (mikrosatelit) markorler denir. SSR markorler bitki 1slah ¢alismalarinda en sik
kullanilan markor c¢esididir (Li ve ark., 2010). SSR markdrler tekrarlanabilirlik,
multialellik, ko-dominant kalitm, PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) ile kolayca
cogaltilabilme ve bitki genomlarinda bol miktarda bulunma o6zelliklerine sahiptirler

(Simko ve ark., 2012; Li ve ark., 2010).



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Seker Pancanr (Beta vulgaris L.)

Seker pancart 1liman iklimde yetisen ve diinyanin yillik seker
Uretiminin %30’unu ve ayn1 zamanda biyoyakit ve hayvan yemi ihtiyacin1 karsilayan
onemli bir bitkidir. Cigekli bitkiler takimina ait ve yaklasik genom biiyiiliigii 714-758
magbaz olan, 2n=18 kromozoma sahip diploit bir bitkidir. Yaprakli pancarlar Roma
zamanindan beri yetistirilirken seker pancari son zamanlarda kUtUre edilen ve
yetistirilen bitkilerdir. On sekizinci ylizyillin sonlarinda, pazi ve yem pancarinin
caprazlanarak se¢ilmesi sonucu kok kisminda seker biriktiren hatlar ortaya ¢ikmustir.
Genomik ve filogenetik incelemeler 1s18inda seker pancari referans genomunun bu
sekilde ortaya c¢iktig1 disiiniilmektedir. (Dohm ve ark., 2014). KdtUre edilen ve
yetistirilen pancar, Chenopodiaceae ailesinden Beta cinsine ait olan; yem pancari,
Isvigre pazis1, kirmizi sofra pancari ve gen kaynaklari faydali olan sayisiz yabani pancar
tirinden gelmektedir (Van Geyt ve ark., 1990). Seker pancari ayni zamanda g¢esitli
iklim kosullarinda iyi performans gosterebilen bir seker kaynagidir (Sher ve ark., 2019).

Hasat edilmis taze seker pancar1 kokii; %75-76 su, %15-20 seker, %4-6 kispe
ve %2,6 seker olmayan bilesen igerir. Bir ton taze seker pancar1 kokiiniin islenmesi; 121
kg seker, 38 kg melas - seker pekmezi (18,2 kg seker ve 7,8 kg su igerir) ve 50 kg kiispe
verir (Brar ve ark., 2015).

2.1.1. Seker pancarmn yetistigi cografi konumlar

Seker pancar1 57 iilkede yetistirilmektedir. En ¢ok yetistigi 15 tilke: Rusya
Federasyonu, Ukrayna, Amerika Birlesik Devletleri, Almanya, Fransa, Tiirkiye, Cin,
Polonya, Misir, Birlesik Krallik, iran, Belarus, Hollanda, italya ve Belgika’dir. (Kumar
ve Pathak, 2013).

2.1.2. Seker pancari ve seker kamisi
Seker pancari, seker kamisindan sonra diinyanin en Onemli ikinci seker

kaynagidir (Refat ve Ghaffar., 2010). Seker pancar1 kisa biiylime siiresi, yliksek seker

icerigi ve sekerin geri kazanimi gibi pek ¢ok yonden, seker kamisindan daha iyidir



(Pathak ve Kapur, 2013). Seker pancar1 genellikle 1liman iklimde yetisir. Ancak yeni
dayanikli gesitlerin gelistirilmesi sonucu tropikal ve astropikal bolgeler i¢cinde ekonomik
Oneme sahip bir bitki haline gelmistir. Su ve giibreye ihtiyaci seker kamisindan daha
azdir ve gesitli iklim kosullarinda yetistirilebilir (Cosyn ve ark., 2011). Seker pancari
yaklasik olarak %90 kok ve %10 hipokotil dokularindan meydana gelmektedir ve
sakkaroz bakimindan zengin bir mahsuldiir (Shrivastava ve ark., 2013). Seker pancari,
seker kamisi yetistirilemeyen kurak topraklar i¢in en iyi seker kaynagidir. Ayrica seker
pancarinin hasat siiresi seker kamisindan farklidir bu sayede seker kamisi sezonu

bitmesine ragmen seker iiretimi devam edebilir (Sher ve ark., 2019).

2.1.3 Seker pancari 1slah1 ve genetik yapisi

Genom sekans biiyiikligli yaklastk 567 megabazdir ve bunun %385’
kromozomlara atanabilir. Genomunun biiyiik bir boliimiinii, yaklagik %63 oldugu
tahmin edilmektedir, tekrar dizileri olusturmaktadir. Seker pancart genomik sekansi,
ekonomik olarak alakali 6zellikleri etkileyen genlerin tanimlanmasini saglar, molekiiler
1islah galismalarini destekler ve bitkinin enerji biyoteknolojisi alanindaki potansiyelini
en st dikeye c¢ikarir (Dohm ve ark., 2014). Seker pancari ireticileri seker pancarinda
kok verimini ve seker igerigini iyilestirmeye calisirlar ve bu dogrultuda 1slah yaparlar
Ancak bu iki 6zellik de genetik olarak karigik bir altyapiya sahiptir (Wang ve ark.,
2018). Bu durum DNA (deoksiribo niikleik asit) markorleri ile molekiiler destekli 1slah
caligmalarim1 gerekli hale getirmistir. Seker pancarinda yapilan 1slah ¢alismalari
sonucunda, seker miktart %8’den %18’e ulasmistir ve 1slah caligmalariyla ayn1 zamanda
viral ve mantar hastaliklarina kars1 direng gibi 6zellikler de aktif olarak seg¢ilmistir
(Dohm ve ark., 2014). Ekonomik agidan 6nemli hastalik ve nematod direng genlerinin
kazanilmasi yabani pancar tiirleri ¢aprazlanmasi sonucu elde edilmistir (Schmidt ve ark.,

1994).

2.2. Bitki Islah Calismalar:

Bitki 1slahi, tarimin gelismesinde ve insan yasaminin iyilestirilmesinde 6nemli
bir rol oynamistir. Binlerce yil 6nce, yabani bitki tiirleri seleksiyonla kUtCre edilerek
ekinler elde edildi. Yabani tirlerin kUtUre edilmesi ve iiriin se¢ilimi, hem insanlarin

temel gida ihtiyacinm karsilar, ¢esitli yiyecek imkani sunar hem de artan 1slah teknolojisi



ile bitkilerin genetik altyapisinin gelismesini saglar. Bitki 1slahinin ¢esitli zorluklar
vardir: ‘Ebeveynler nasil segilir ve iireme popiilasyonlar1 nasil olusturulur? Istenilen
degiskenler nasil belirlenir ve secilir? Sonraki nesiller ve degisken ortamlardaki 1slah
materyallerinin ifadesini ve performansini dogru bir sekilde tahmin etmek nasil saglanir?
Daha etkili ve daha verimli segilim nasil yapilir?’. Uriin yetistiricileri her zaman bu
sorular1 cevaplamaya calisir ancak yalnizca geleneksel 1slah yontemlerini kullanmak
pratik degildir (Jiang, 2015).

Bitki 1slahi, yakin ge¢miste tarimsal teknolojide meydana gelen gelismelerle
birlikte, Ornegin zirai kimyasallar, mahsul veriminin artmasinda kayda deger bir
ilerleme kaydetmistir. Buna ragmen bitki yetistiricileri veya giftgiler, siirekli olarak pek
cok degisime cevap vermelidir. Ilk olarak, tarimsal uygulamalar degismekte, bu da
bilimsel tarimin dahil oldugu ve gelistirdigi 6zelliklere sahip genotiplerin
gelistirilmesine duyulan ihtiyaci artirmaktadir. ikinci olarak, hedef ortamlar ve icindeki
organizmalar siirekli degismektedir. Ornegin, mantar ve bdcek zararlilart evrimsel
olarak siirekli gelisir ve konakladiklar1 bitkinin sahip oldugu direnci zamanla asarlar ya
da tarimda siirekli olarak yeni arazi alanlari kullanilir ve bitkiler degisen ortam
sartlarina maruz birakilir. Ve son olarak da tiiketici tercihleri ve gereksinimleri degisir.
Bu nedenle bitki yetistiricileri siirekli olarak yeni mahsiil ¢esitlerinin gelistirilmesi gibi
bir beklentiyle kars1 karsiya kalir (Evans, 1997). Artan kUresel nUfus, Trin Uretiminin de
artmasin talep eder ve bazi aragtirmalar, {irlin verimlerindeki artis oraninin azaldigin
gGstermektedir (Pingali ve Heisey, 1999). Su kitliginin artmasi, ekim yapilacak alanin
azalmasi ve ekilebilir alanlarin gevresel olarak bozulmasi, kirliligin artmasi, patojen ve
zararlilarin biyotiplerinde yeni irklarin kaginilmaz olarak ortaya ¢ikmasi, olasi iklim
degisikliginin olumsuz etkileri gibi durumlar bitkisel iiretimdeki bu gerekli artigin
gerceklesmesini zorlastirsa da daha gerekli duruma getirmektedir. Tiim bunlar, mahsul
verimini arttirma gorevini bitki yetistiricileri ve tarim bilimcileri i¢in biiyiik bir zorluk
haline getirmektedir (Collard ve Mackill, 2007).

Genetik faktorler ve fenotip arasindaki iliski genom iligkili 1slah ¢aligmalarini
miimkiin hale getirmektedir. Bu ¢aligmalar kiiresel gida ihtiyaclarinda siirdiirdebilir
tretim i¢in daha 1yi imkanlar sunmaktadir. Genomda meydana gelen mutasyonlarin
sebep oldugu cesitliligin tanimlanmasi, kalitimsal fenotipik 06zelliklerin molekiiler
temelini anlama yoniinde 6nemli bir aragtir (Monteiro ve ark., 2018).

Bitki 1slah caligmalarinda DNA markdrleri genetik 1slah c¢alismalarina olanak

saglamaktadir. Tohum verimini artirmak i¢in uygulanan markor destekli 1slah



caligmalarinda genoma 0zgli molekiiller markdrler kullanilmaktadir. Bir bitki
tohumundaki genotipik degiskenlik markor alellerindeki cesitlilikten kaynaklanmaktadir.
Bu durumda molekiiler markorler bitki tohum koleksiyonlarini karakterize etmede
onemli rol oynamaktadir. (Uncu, 2018). Genetik markdrler hem vahsi tiirlerde hem de
1islah edilmis tiirlerde popiilasyon yapisinin belirlenmesi, genetik cesitliligin tespiti,
siiflandirma, baglanti haritasi olusturma, istenen 6zellikler i¢in alellerin haritalanmasi
gibi ¢aligsmalarin kolaylikla yapilmasini saglamaktadir (Simko ve ark., 2012). Molekiiler
markcrler fenotipik ve pedigri verilerine gore daha dogru sonuglar vermektedir (Smith
ve ark., 1992).

2.2.1. Markor destekli 1slah (MAS)

Mevcut verim egilimleri, Oongoriilen niifus artis1 ve stres faktorleri géz Oniine
alindiginda, verim ve siirdiiriilebilirlikle ilgili 6zellikler bitki 1slah ¢alismalarinin odagi
haline gelmektedir. Hastaliga kars1 direncgli, abiyotik stres toleransi, besin ve su
kullanim etkinligi 1slah yaparken secilmek istenen 6zelliklerdir (Mackill ver ark., 1999;
Slafer ve ark., 2005; Trethowan ve ark., 2005).

Geleneksel 1slah caligmalariyla verim artis1 saglanabilecegi gibi, basari
olasiligini en iist seviyeye ¢ikarmak i¢in yeni teknolojilere ihtiya¢ duyulmaktadir (Ortiz,
1998; Ruttan, 1999; Huang ve ark.,, 2002). MolekUer genetik ve genomik
arastirmalardan elde edilen DNA markor teknolojisi, bitki 1slah1 i¢in biiyiik umut vaat
ediyor. Genetik baglanti sayesinde, bu oOzelliklerin altinda yatan genlerdeki alel
varyasyonunun varligini tespit etmek icin DNA markdrleri kullanilabilir. Bitki 1slahina
yardimer olmak i¢in DNA markérlerini kullanmak, verimlilik ve direnci blyik dgide
arttirabilir. DNA markdrlerinin bitki 1slahinda kullanimii markér destekli 1slah (MAS)
olarak adlandirilir ve yeni molekiiler 1slah disiplininin bir par¢asidir (Collard ve Mackill,
2007).

MolekUer mark& destekli 1slah uygulamalari, DNA markéorlerini, baglanti
haritas1 ve genomiksi, bitki Ozelliklerini degistirmek veya gelistirmek kullanilan
genotipik uygulamalardir (Jiang, 2013).

DNA markorlerinin  kesfedilmesinin ardindan, fenotipik secilimin yetersiz
kalmasiyla klasik 1slah ¢aligmalarinda biiyiik bir devrim yasanmistir. Islah ¢alismalari,
ilgilenilen genlerle baglantili markdrlerle yapilmistir. Markor destekli 1slah teknigi,

DNA markorii ile spesifik bir gen arasinda var olan baglanti dengesizligi durumuna



dayanir. Markor destekli 1slah, birkag dnemli genin bir gesitte birlestirilmesi yani gen
piramidi i¢in biiylik bir potansiyele sahiptir. Ancak, bu 1slah tiirli, 1slah projesinin
stiresini kisaltmaz ¢iinkii segilen bitkilerin sahada test edilmesi ve degerlendirilmesi
gerekir. Ve degerlendirme siiresinin uzunlugu her bir bitkinin yetisme siiresine baglidir
Ben-Ari ve Lavi, 2012).

Istenilen 6zellikle ilgili gen veya genleri markérlerle tanimlayabilmek icin, DNA
markdrleri ile baglanti analizleri yapilir. Markor destekli 1slah c¢alismasinin basarili
olabilmesi ve daha iyi sonuglar alabilmek i¢in markorlerin kalitesi ve sayis1 dnemlidir.
Markoriin kalitesi, maliyeti ve genotipleyebilme kabiliyeti ile iligkilidir. Sayist ise
markdr ile gen arasindaki iligkiyi ve dogrulugu etkiler. Yani ¢ok sayida markdriin
olmasi, istenilen geni spesifik bir sekilde elde etme veya kontrol etme durumunu artirir
(Martin ve ark., 1993, 1994; Okada ve ark., 2010; Udagawa ve ark., 2010; Yang ve ark.,
2010). MolekUer marké&ler istenilen bir genle iliskilendirildikten sonra biiyiik bir

popiilasyondan istenilen hatlar1 se¢mek icin kullanilabilir (Varshney ve ark., 2009).

2.2.3. Genetik markérler

DNA mark&leri, bir popUasyondaki veya gen havuzundaki belirli bir DNA
sekans1 i¢in bir genin farkli genotipleri veya alelleri arasindaki polimorfizmi tespit
etmek icin kullanilabilen mutasyonlar1 veya varyasyonlari agiga ¢ikaran DNA bolgeleri
olarak tanimlanir. Bu gen bolgeleri genom igindeki belirli bir yer ile baglantilidir ve
molekUer teknolojiler sayesinde tespit edilebilir. Kisaca, bir DNA markorii farkl
bireyler arasinda polimorfizmi gosteren kii¢iik bir DNA sekans bolgesidir (Jiang, 2013).

Genetik ¢esitlilik ve fenotipik ¢esitlilik uzun yillardir bitki 1slah1 konusunda ilgi
¢eken konular olmustur. RFLP (restriksiyon fragmenti uzunluk polimorfizmi)
markdrlerin kesfi DNA diizeyindeki polimorfizmlerin nicel, dogru ve genom capinda
degerlendirilmesine olanak sagladigi i¢in bu alanda devrim yaratmistir. DNA markdrleri
bitkiler, hayvanlar, insanlar ve diger organizmalarda MAS (markor destekli 1slah)
caligmalari i¢in kullanilirlar. Yeni teknolojilerin gelismesi sonucu onlarca markdr siifi
gelistirilmistir. Ideal DNA markériin 6zellikleri syledir:

-Yiiksek polimorfizm orani ve analiz edilen fenotipleri belirleyebilmeli,

-Markorler ve ilgilenilen genler arasindaki baglantiyr belirleyebilmek ve
¢Oziiniirligli yliksek genetik haritalar olusturabilmek icin genomda oldukg¢a bol ve

diizglin dagilmis olmal,



-llgili fenotipi spesifik bir genin aleliyle iliskilendirebilmek icin ko-dominant
(heterozigot olma durumunu ayirt etme yetenegi) 6zellik gostermeli,

-Cok sayidaki bireyin ¢ok sayida lokusunun kolayca genotiplenmesine elverisli
olmal1 ve makul bir fiyat araliginda olmali.

-Yapilan ¢aligsmalarda her zaman birden ¢ok genotipin tam dizilenmesi mUmkin
olmadigr icin, DNA markorleri alternatif olarak kullanilabilmektedir. Ayrica
sekanslama metotlarinin gelistirilmesi ve iyilestirilmesine yonelik harcanan c¢abalar
DNA ve genom bilgisi hakkinda umut vaat edicidir (Ben-Ari ve Lavi, 2012).

AFLP, RAPD, SSR markérleri kullanilan, markdr yogunlugu ve genetik uzaklik
bakimindan yetersiz genetik haritalar, markor destekli 1slah ¢alismalarini kisitlamaktadir

(Wang ve ark., 2018).

2.2.3.1. RFLP markd&rleri (Restriksiyon fragmenti uzunluk polimorfizmi)

RFLP markd&leri tek lokus marké&leridir ve ko-dominant kalitilirlar. Kesfedilen
ilk DNA markor ¢esididir ve markor destekli 1slah c¢alismalarina biiyiik 6l¢iide katki
saglamistir. Yapilan pek c¢ok calismada yillarca RFLP markérleri kullanilmistir.
Restriksiyon bolgesindeki nokta mutasyonlarini analiz etmede kullanilir ve polimorfizm
orani diigliktlir. Bu sebeple diger DNA markdrleri daha popiiler hale gelmistir. Genetik
olarak yakin olan g¢esitli tiirleri genotipleme kabiliyetinden dolayr RFLP hala bazi
calismalarda uygulanir (Ben-Ari ve Lavi, 2012).

RFLP mark&U genellikle DNA molekdintn kodlanmayan bdgelerinde
meydana gelen nokta mutasyonlar1 nedeniyle olusur. Genomda var olan
polimorfizmlerin sonucunda restriksiyon endoniikleazlar i¢in tanima alanlar1 olusur.
Restriksiyon enzimlerinin DNA’y1 kesmesi sonucunda degisken uzunluklarda
karakteristik bant olusturan DNA fragmanlar1 meydana gelir (Forrester ve ark., 2016).

RFLP markorlerin prensibi, herhangi bir genomik DNA’nin, restriksiyon enzim
bolgelerinin varligina veya yokluguna gore ayirt edilebilmesidir. Restriksiyon enzimleri
belirli bir alan1 tanir ve keserler. Genomik DNA’ da tek niikleotit mutasyonlarinin
birikmesi nedeniyle, DNA {izerindeki restriksiyon enzim bolgeleri degisir, bu da
birbiriyle yakindan iligkili iki genomun restriksiyon bolgelerinde fark olusturur. Olusan
restriksiyon modeli southern blot teknigi kullanilarak tespit edilebilir (Saraswathy ve

Ramalingam, 2011).



DNA molekiiliinii belirli bolgelerden kesen, restriksiyon bolgeleri ad1 verilen ve
degisken uzunluklarda farkli pargalar elde edilmesini saglayan restriksiyon enzimleri
kullanilir. Elektroforez ile ayrildiktan sonra, fragmanlar southern blot teknigiyle
nitroseliilloz veya naylon filtrelere aktarilir ve radyoaktif olarak isaretlenmis DNA
problari ile hibridizasyon ve fotografik film kullanilarak gorsel veri elde edilir (Sorof
Uddin ve Cheng, 2015).

Ozet olarak, DNA bir restriksiyon enzimi ile kesilir, elde edilen fragmanlar, bir
agaroz jel lizerinde ayristirilir veya southern blot analizi yapilir ve bir probla hibridize
edilir. Spesifik problar genellikle genomik veya cDNA ktii{phanelerinden elde edilir.
Her bant belirli bir boyuta sahip bir aleli temsil eder ve baz gfti (bp) olarak dglur.
Restriksiyon bdgesinin var veya yok temsili ile analiz edilir. Bir RFLP mark&Q
genellikle her lokusta iki alel icerir ve bu nedenle diisiik polimorfizm seviyesine sahiptir

(Ben-Ari ve Lavi, 2012).
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Sekil 2.1. RFLP mark& &nek g&intisti(Huang ve ark., 1997).

2.2.3.2. RAPD (Rastgele ¢ogaltilan polimorfik DNA) markdrleri

Islah ¢alismasi yapabilmek i¢in popiilasyon i¢inde ve popiilasyonlar arasindaki
genetik cesitlilik bilgisine sahip olmak gerekir (Hetzel ve Drinkwater, 1992). DNA
polimorfizmlerini tespit edebilen bir baska teknik olan RAPD markorleri, kisa
oligonikleotit primerleri ile DNA segmentlerinin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile
rastgelem cogaltilmasina dayanir ve PCR reaksiyonu diisiik sicaklikta gerceklestirilir
(Williams ve ark., 1990). Rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA-PCR (PCR-RAPD) diye
adlandirlina bu teknik, ¢esitli hayvan ve bitki tiirlerinin genetik ¢alismalarinda basariyla
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uygulanmistir (Michelmore ve ark., 1991; Welsh ve McClelland, 1991; Baird ve ark.,
1992; Chapco ve ark., 1992). Farkli primerler farkli polimorfik markorler tretirler.
Cesitlilik, primer baglanabilen veya baglanamayan nokta mutasyonlarindan
kaynaklanabilecegi gibi baglanma bolgelerinin arasindaki bosluktaki farkliliklardan da
kaynaklanabilir. DNA parmak izi ¢alismalarinda heterozigot olma durumunu homozigot
olma durumundan ayirt edememesi bu teknigin bir dezavantajidir. Bununla birlikte,
bircok RAPD polimorfik lokusunun, sekans bilgisi olmadan gelistirlebilmesi ve
sonuglarin agaroz jelde dogrudan goriintiilenmesi bu teknigi, farkli popiilasyonlardaki
genetik farkliliklart tespit etmek i¢in uygun hale getirir (Gwakisa ve ark., 1994).

RAPD markorleri multialelik markdrlerdir ve dominant kalitim gosterirler. Bu
teknigin en biiyilik avantaj1 genotipleme c¢aligsmasi yapmanin basit olmasidir. Bu nedenle
RAPD birgk laboratuarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu teknigin temel
dezavantajlar1; diisiik seviyede polimorfizm, markor destekli 1slah ¢alismasi igin daha az
kullanilan dominant kalittm sekli ve diisiik giivenilirliktir. RAPD primerleri,
polimorfizmi saptamak amaciyla normal PCR primerlerinden yaklasik 16-22 nikleotit
daha kisadir. Ote yandan yaklasik 10 niikleotit uzunlugunda kisa primerler ¢ok hassa
PCR reaksiyonlar1 gerceklestirir ve sonug olarak tekrarlanan PCR sonuglart her zaman
ayni degildir (Ben-Ari ve Lavi, 2012).

Toplam DNA, 10 niikleotitlik rastgele primer kullanilarak c¢ogaltilir ve elde
edilen fragmanlar, agaroz jel lizerinde boy uzunlugu bakimindan ayrigsmis durumdadir.
Primer ve kalip DNA arasindaki eslesme, belirli bir bandin olugmasini saglar. Kalip
DNA’da var olan herhangi bir mutasyon, primerin DNA ile hibridizasyonunu &nleyerek
bandin olugsmamasina yol acar. RAPD markoérii genellikle her bir lokusta iki alel igerir,

bir bandin varligi veya yoklugu (Ben-Ari ve Lavi, 2012).
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Sekil 2.2. RAPD mark& agaroz jel g&tntGsU(Wilkie ve ark., 1993).

2.2.3.3. AFLP (Cogaltilmis fragman uzunlugu polimorfizmi) mark&rleri

Bu mark& y&ntemi bilgilendirici ve uygun maliyetli DNA parmak izi
y&itemlerinden biridir (Bonin ve ark., 2005). AFLP polimorfizmleri, czellikle bir
organizmanin genomu veya genetigi hakkinda ¢ok az sey bilindiginde, genotipleme i¢in
etkili bir yol saglar. Restriksiyon enzimleri DNA’y1 keser ve adaptorler fragmanlarin
uclarina baglanir. Ardindan PCR ile ¢ogaltma islemi yapilir ve elde edilen bant boylari
jelde veya kilcal elektroforezde goriintUenir. Bu y&ntem genetik polimorfizmleri tespit
etmek i¢in oldukca hassastir, ancak yiiksek miktarda ve yiiksek kalitede DNA’ya ihtiyag
duyar (Foster ve ark., 2011).

AFLP mark&U multi-lokus bir markordiir ve dominant kalitim gosterir.
Genotipleme teknolojisi oldukga basittir. Bu sistemin temel avantajlari, genotiplemenin
kismen kolay olmasi, her reaksiyonda tespit edilen yliksek lokus sayist ve sistemin
giivenilirligidir. En biiyiikk dezavantajlart ise, diisiik polimorfizm diizeyi ve markor
destekli 1slah galismalari i¢in daha az uygun olan dominant kalitim seklidir. (Ben-Ari ve
Lavi, 2012). Ancak, AFLP markdcrlerinin DNA metilasyonunun tespitine (metilasyona
duyarli ve metilasyona direncli) restriksiyon enzimleri kullanilarak uygulanmasi dikkat
gkicidir (Mueller ve Wolfenbarger, 1999; Meudt ve Clarke, 2007).

Bir AFLP primeri yaklagik 17-21 primer uzunlugundadir ve sentetik adaptor
sekansi, restriksiyon endoniikleaz tanima sekansi ve dejenere olmayan rastgele segici bir
diziden olusur. Ik olarak, iki restriksiyon enzimi ile genomik DNA kesilir. Bu

kesimlerden biri 6 baz ¢ifti tanima bdolgesine sahip EcoRI, Ptsl veya Hindlll
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kullanilarak gerceklestirilir ve 4 baz cifti tanima bolgesine sahip Msel veya Taql
enzimlerinden biri kullanilarak diger kesim islemi gergeklestirilir. Daha sonra
adaptorler PCR reaksiyonuyla sekanslar1 ¢cogaltmak i¢in kesilen pargalarin her iki ucuna
baglanir. Cift iplikli oligoniikleotit adaptorlerinin, restriksiyon bdgesindeki ligasyon
isleminden sonra yapist bozulur ve tekrar kullanilamaz. Boylece sadece restriksiyon
enzimleri tarafindan kesilen bolgeler cogaltilmis olunur. AFLP f{iriinleri yiiksek
¢cOziiniirliklii elektroforez sistemlerinde incelenebilir. AFLP deneyleri ayn1 zamanda
kigk miktarda ki DNA &nekleri ign de uygundur. Yiksek genotipleme verimine
sahiptir ve laboratuarlar arasinda tekrarlanabilir. Diger bir avantaji, 6nceden dizi bilgisi
gerektirmemesi ve farkli tlirler igin bazi durumlarda ayni primer setinin
kullanilabilmesidir. Bu durum, 6&zellikle DNA markorleri az bulundugu zaman
kullanighdir. Bununla birlikte, bu yontemin bazi1 dezavantajlar1 mevcuttur. Restriksiyon
enzimi ile kesim yapabilmek ign yiksek kalitede DNA gereklidir. AFLP mark&leri
genellikle biliyllk genomlu baz1 tiirlerde sentromer bdlgelerinde yogunlagsmis
durumdadir, arpa gibi (Jiang, 2015).

Her bir bandin var veya yoklugunu belirlemek i¢in bant paterni 1/0 matrise
doniistiiriilir. Polimorfizm, bir restriksiyon bolgesinin veya PCR’de tespit edilen
niikleotid polimorfizminin varlig1 veya yoklugu seklinde analiz edilir. Bir AFLP band1
genellikle her bir lokus i¢in iki alel igerir (belirli bir bandin varlig1 veya yoklugu) (Ben-
Ari ve Lavi, 2012).

Toplam genomik

DNA | | 1 | I 1
1)Restriksiyon ile kesim *
| | Lo ok
2)Adaptor baglanmasi *
é X
L
3)Amplifikasyon ¥ N—
— NN
NNN «—
\

5)Jel elektroforezi

Sekil 2.3. AFLP mark& &nek g&rintti(Chial, 2008).
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2.2.3.4. SNP (Tek nUkleotit polimorfizmi) markdrleri

Tek niikleotit polimorfizmi(SNP), kisa bir yan dizilim sekansinin bilindigibir
nokta mutasyonudur ve bir niikleotitte bir degisiklik meydana gelmesi sonucu olusur.
Ko-dominant kalittim gosterir. DNA sekanslama yontemlerinin kullanimi, kiitle
spektorometresi gibi yontemler SNP genotipleme i¢in kullanilabilir. Yeni nesil dizileme
teknolojileri SNP markor kesfi i¢in uygun araclardir. Her alel, DNA dizisinde var olan
niikleotit ile tanimlanir. SNP’ler tek bir niikleotitin genomdaki herhangi bir yerde
herhangi bir sekilde degismesi sonucu meydana gelen nokta mutasyonlari sonucu olusur.
Degisiklikler bir niikleotidin bir baskasiyla degistirilmesi ve/ veya tek bir niikleotidin
silinmesi veya eklenmesi (indels) seklinde olabilir. SNP’ler tek lokus markdrleridir ve
her lokusta iki alele sahiptir (Ben-Ari ve Lavi, 2012).

Tek nikleotit polimorfizmleri en yaygin genetik varyasyon tiiriidiir. Her bir SNP
niikleotit olarak adlandirilan tek bir DNA yap1 blogundaki bir farki temsil eder. Ornegin,
bir SNP, belirli bir DNA dizisindeki nikleotit siztozinini (C), nikleotit timin (T) ile
degistirebilir. Yaygin olarak DNA’da genler arasinda bulunur. SNP’ler bir gen i¢inde
veya bir genin yanindaki diizenleyici bolgede meydana geldiginde, genin fonksiyonunu
etkileyerek meydana gelen genetik ¢esitlilikte dogrudan rol oynayabilir (Pratt ve ark.,
2014).

a) GAATTC C) GAATTC
GAACTC GAANTC

b) GAATTC d) GAATTC
GAANCC GAATTC

e) CATCGCGAATTCCCATCG
CATCG———————— ATCG

1)) TCGCGHA————TTCCCAT

TCGCGAAACGTTTCCCAT

Sekil 2.4. SNP Markér olusumu (Thiel ve ark., 200
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2.2.3.5. SSR (Basit Dizi Tekrarlari) / Mikrosatelit markdrleri

SSR markdrleri, bitki genetigi ve 1slahinda 6nem kazanmis ve yaygin kullanilan
markdrlerdir. Cok cesitlilik, multi-alelik dogasi, ko-dominant kalitim, tekrarlanabilirlik,
genomda bol miktarda bulunma, genis genom kapsami (mitokondri ve kloroplast
genomlart dahil) ve yiiksek verimli genotiplendirme gibi pek ¢ok olumlu 6zellik bu
markdr ¢esidini onemli hale getirmistir (Parida ve ark., 2009).

Mikrosatelitler (Litt ve Lutty, 1989), kisa ardisik tekrarlar (STR’lar) (Edwards
ve ark., 1991), basit dizi tekrarlar1 (SSR’lar) (Jacob ve ark., 1991) olmak {izere degisik
birden fazla sekilde adlandirilabilirler. SSR’lar bugiine kadar analiz edilen tim
prokaryotik ve ckaryotik genomlarda sik¢a rastlanan, yaklasik 1-6 baz ¢ifti uzunlugunda
ardisik tekrarlanan motiflerdir (Zane ve ark., 2002). Bitkiler A-T tekrar motifleri
bakimindan zengin canlilardir (Powell ve ark., 1996). SSR mark&leri hem kodlanan
hem de kodlanmaya gen bdlgelerinde, genom boyunca dagilmis halde bulunur. SSR
bolgelerindeki farkli tekrarlar sonucu yiiksek uzunlukta polimorfizm olusur ve bdylece
PCR reaksiyonu ile kolayca ve tekrarlanabilir sekilde tespit edilebilirler. Bu markorler
yiikksek verimli genotiplemeye elveriglidir ve babalik analizi, yiiksek c¢oziiniirliklii
genom haritalarinin olusturulmasi, faydali genlerin haritalanmasi, markdr destekli 1slah
ve genetik ve evrimsel iliskilerin kurulmasi i¢in olduk¢a degerli bir aragtir (Parida ve
ark., 2009). Var olan tekrarlarin kopya sayisi bireyler arasinda degismektedir ve bu
durum polimorfizmin kaynagidir (Jiang, 2015).

Genomik SSR’larin ¢ogu niikleerdir, ancak mitokondri ve Kkloroplastta da
bulunur. Genomda bulundugu bélgeye bagli olarak, nikleer (nuSSR), mitokondriyel
(mtSSR), veya kloroplastik (cpSSR) olarak siiflandirilir (Kalia ve ark., 2011).

SSR’lar tek lokus markdrleridir ve her lokusta bir ile on veya daha fazla alel
bulundurur ve b&ylece olduk@ yiksek polimorfizme sahiptirler. SSR mark&leri ko-
dominant kalitima sahiptirler ve bdylece heterozigot olma durumunu homozigot olma
durumundan ayirabilirler. Yani bu markorlerin temel avantaji yliksek diizeyde

polimorfizm ve glvenilirlikleridir (Ben-Ari ve Lavi, 2012).

2.3. Yeni Nesil Dizileme Yontemleri ile Markor Gelistirilmesi

Genetik ¢esitliligin tespiti ve kullanimi, her zaman bitki 1slahinin ayrilmaz

parcast olmustur. DNA temelli molekiiler markdrler, tohum koleksiyonlarinda ve 1slah
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yapilan hatlarda var olan ¢esitliligi saptamak i¢in kullanilir. Son yirmi yilda, 6nemli
bitki tiirleri i¢in ¢ok sayida molekiiler markor gelistirilmistir. Bu markdrler, genetik ve
fiziksel haritalarin gelistirilmesinde ve markor destekli 1slah i¢in ekonomik éneme sahip
Ozellikleri kontrol eden genlerin belirlenmesinde kullanilmistir (Varshney ve ark., 2005;
Varshney ve ark., 2006). Genomik destekli 1slah, farkli genom stratejileri ve araglarini
kullanan kapsamli bir yaklagimdir (Varshney ve ark., 2005). Farkli genomik araglar ve
stratejiler kullanilarak fenotipin genotip iizerinden analiz edilmesi, genom destekli
islahin temelidir (Varshney ve ark., 2006). Genotipten fenotipin hg&Umesinin
kesinligini ve verimliligini artirarak, biyotik ve abiyotik streslere karsi arttirilmig direng
veya tolerans ile gelistirilmis bitki c¢esitlerinin yetistirilmesi biiyiik 6l¢iide

hizlandirilabilir (Varshney ve ark., 2009).

2.3.1. Yeni nesil dizileme y&htemleri

Genomik DNA, tiirleri ve bireyleri tanimlar. Bu durumda DNA sekansi
hiicrelerin yapisint ve fonksiyonlarini arastirmak i¢in biiyilk énem tasir (Church ve
Gilbert, 1984). DNA dizileme teknolojileri molekiiler klonlama, islah ¢aligmalari,
patojenik gen bulma ve karsilagtirmali evrim g¢aligmalar1 gibi ¢alisma alanlarinda bilim
insanlarma katki saglar (Liu ve ark., 2012).

Yeni nesil dizileme, bitki genetigi ve 1slahi ign &emli etkilere sahiptir.
Transkripsiyon ve sekans verileri, molekUer mark&ler, genetik ve fiziksel haritalar
dahil olmak {tizere genis Ol¢ekli genomik kaynaklarin gelistirilmesi, diger potansiyel
uygulamalara ek olarak éemlidir (McPherson, 2009). Yeni nesil dizileme teknolojisini
kullanarak transkriptom ve genom dizilimi, bitkilerden elde edilen veriyi artirmaktadir.
Dahasi, yeni nesil dizileme teknolojileri ile gelistirilen ¢ok sayida genetik markdriin
bulunmasi, Ozellikle haritalamay1 kolaylastirmakta ve markor destekli islahi daha
miimkiin kilmaktadir. Ornegin, yeni nesil dizileme kullanan molekUer markérlerin
biiyiik 6lgekli gelisimi, markor verimsiz Utnlerde, markor destekli 1slah (MAS) igin
pratik kullanimda olan baglanti haritalamasini ve tUm genom dizileme (WGS) bazl
iligki genetigini kolaylastirabilir. Genis popiilasyonlarda ¢ok sayida aday gen ign
tiretilen havuzlanmis genomlarin dizilimi, popUasyon biyolojisini daha iyi anlama ve
genom genetik iliski genetigi calisma olanaklart sunar (Varshney ve ark., 2009;
Treangen ve Salzberg, 2012).
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2.3.1.1. Dizilemenin kesfedilmesi ve gelistirilmesi

1977°de Frederick Sanger, zincir sonlandirma yontemine dayanan ayni zamanda
Sanger Dizileme olarak da bilinen DNA dizileme teknolojisini gelistirdi. Ardindan
Walter Gilbert, DNA’nin kimyasal modifikasyonuna ve daha sonra belirli bazlarda
boliinmeye dayanan bagka bir dizileme teknolojisi gelistirdi. Yiiksek verim ve diisiik
radyoaktivite nedeniyle, Sanger Dizilimi, laboratuar ve ticari dizileme uygulamalarinin
onciil teknolojisi olarak kabul edilmektedir ve ‘birinci nesil teknoloji’ olarak kabul
edilmektedir. O zamanlarda DNA dizilimi zahmetli ve radyoaktif maddeler kullanilan
bir uygulamaydi. Yapilan iyilestirme caligmalarinin ardindan 1987 yunda Applied
Biosystems ilk otomatik dizileme makinesini tanitti ve dizilemeyi daha hizli ve daha
dogru hale getiren kilcal elektroforezi kullandi. 1998°de gelistirilen otomatik
sekanslama makineleri ve Sanger dizileme teknolojisi ile kapiler sekanslama
makinelerini birlikte kullanan bilgisayar programi, 2001’deki insan genom projesinin
tamamlanabilmesi ign en diemli arachaline geldi (Collins ve ark., 2003).

Yeni nesil dizileme yontemleri, es zamanl ve bilyiik miktarda analiz yapabilme,
yiiksek verim ve diisiik maliyet yoniinden Sanger yonteminden farklidir. Insan genom
projesinin ardindan 454, SOLID, illumina gibi yeni nesil dizileme yontemleri gelistirildi
ve cihazlar piyasaya striddii. Sanger yontemiyle kargilastirildiginda ise verim, dogruluk
ve maliyette iyi bir performans elde edildi. Ardindan devam eden iyilestirme ve
gelismeler neticesinde, okuma uzunlugu, dogruluk, kullanilan malzemeler, insan giicli
gereksinimi, biyoinformatik altyap: gibi konularda daha iyi performans ve avantajlar
ortaya ¢ikmistir (Liu ve ark., 2012).

2.3.1.2. Sanger dizileme

Sanger dideoksi sekanslama (Sanger ve ark., 1977) ve modifikasyonlar1 (Prober
ve ark., 1987; Madabhushi, 1998) yaklasik 30 yil boyunca DNA dizileme alanini
domine etti ve 10 yilda Sanger dizi okumalarinin uzunlugu 450 bazdan 1 kb'nin Ceerine
¢ikt1 (Varshney ve ark., 2009).

Sanger dizilemesinin sinirlamalar1 sunlardir:

-Taramadan &nce uzama Urinlerinin boyutuna g&e ayrilmasi gerekliligi ve her

&nek ign bir kapiler veya jel g&UntGstigerektirmesi,
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-BUytk miktarda dizilemeler i¢in Escherichia coli'yi kullanarak DNA'nin klonal
poplilasyonlarini iiretme ihtiyaci.

Ikinci madde, PCR bazli yontemler kullanilarak potansiyel olarak azaltilabilir.
Bireysel reaksiyon maliyetleri azaltilmis reaksiyon hacimlerinde siralama reaksiyonlari
gerceklestirerek azaltilabilir, ancak temel Sanger dizilisinin maliyetini azaltmaya
yonelik kisitlamalar, teknolojik smirlardan kaynaklanmaktadir. Mikroakigkanlar,
nanoteknoloji ve bilisim alanlarinda yapilan ilerlemelerle, DNA dizilisinin hizla ve/veya
liretimini artiracak alternatif teknolojiler ortaya ¢ikmistir. Yeni nesil dizileme terimi,
insan genomunu siralama potansiyeline sahip Sanger dizilimi digindaki teknolojileri
kolektif olarak tanimlamak i¢in kullanilir. Roche / 454, Solexa / Illumina ve AB SOLiD
gibi ticari olarak temin edilebilen yeni nesil dizileme teknolojileri, Sanger dizilemesinin

smirlayict faktorlerini atlatma potansiyelini simdiden gostermistir (Smailus ve ark.,

2005).
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Sekil 2.5. Sanger dizileme modeli (Online Biology, Sanger’s method of gene sequencing).
2.3.1.3. lllumina dizileme
Bu sekanslama yaklasimi ile DNA fragmanlari, akis hiicresi ad1 verilen kati bir

substrata hibritlenir. K&ruamplifikasyonu olarak adlandirilan bir islemde, bagli DNA

sablon fragmanlari, kalibin kopyalarinin orjinalin yakinina olusturuldugu izotermal bir



18

reaksiyonda amplifiye edilir. Bu, akis hiicresindeki DNA fragmanlarinin kiimelerinin,
bagl tek iplikli DNA molekiillerinin bir "kopri" meydana getirmesiyle sonuglanir.
Molekiiller akis hiicresinin yeni bir parcalanabilir floresan niikleotid sinifi ve DNA
polimerizasyonu i¢in gerekli olan reaktifler ile tasmasiyla dizilir. Her sablonun
tamamlayici bir ipligi, floresan olarak etiketlenmis niikleotidler kullanilarak bir defada
bir baz sentezlenir. Floresan molekiilii bir lazer tarafindan uyarilir ve 15181 yayar, rengi
dort bazin her biri i¢in farklidir. Floresan etiket daha sonra pargalanir ve yeni bir
polimerizasyon turu meydana gelir. 454 dizilemeden farkli olarak, polimerizasyon
adimi i¢in dort baz da mevcuttur ve sadece tek bir ¢evrim basina molekiil eklenmistir.
[llumina'dan gelen HiSeq2500 dizilim enstriimani, 100 nt ve% 0.1 hata oraniyla,
calisma basina 600 GB'a kadar iiretebilir. Illumina teknigi, bir ¢ift pargali okuma olarak
adlandirilan bir DNA fragmanimin karsit uglarindan sekans tretebilir. Reaktif
maliyetleri, calisma basina yaklasik 23.500 $ 'dir (Aird ve ark., 2011; Liu ve ark., 2012;
Ben-Ari ve Lavi, 2012).

Nikleotitler i

i i
B ! Y
— Baglanma

N Koprii olusumu L Cift iplikli molekilerin
Boig N denatirasyonu

Sekil 2.6. Illumina dizileme modeli (Hawai’i Institue of Marine Biology, Illumina Sequencing Overview).

2.3.1.4. Roche 454 dizileme

Roche 454, ticari olarak basarili ilk yeni nesil sistmedir. Bu dizileme yontemi
pyrosequencing teknolojisini kullanir. Pyrosequencing teknolojisi, zincir uzamasini

sonlandirmak icin dideoksitler kullanmak yerine, niikleotit eklenmesi sirasinda agiga
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cikan pirofosfatin tespitine dayanir (Liu ve ark., 2012). Onu ticarilestiren sirketin
adindan sonra 454 siralamasi olarak adlandirilmistir.

Genomik DNA (cDNA kiitiiphanesi de kullanilabilir), izole edilir, pargalara
ayrilir, adaptorlere baglanir ve tek zincirli hale getirilir. Her bir pargacik bir boncuga
baglanir (Ben-Ari ve Lavi, 2012). Tek bir DNA fragmanimnin bir yakalama boncuk
dizisine hibritlendigi ve boncuklarin tek tek bagli sablonu amplifiye etmek i¢in gerekli
olan ajanlar ile emiilsiyon haline getirildigi bir SBS (sentezleme ile sekanslama)
y&itemidir. Emdsiyondaki her bir boncuk, orijinal sablonun milyonlarca kopyasinin
Uetildigi ve yakalanan boncuklara baglandig1 bagimsiz bir PCR gibi davranir ve daha
sonra takip eden dizileme reaksiyonu i¢in sablon gorevi goriir. Tek tek boncuklar, DNA
polimerazi, primerleri ve sekanslama sirasinda iretilen inorganik fosfatin tUketimi
yoluyla floresan olusturmak igin gerekli enzimler ile birlikte bir plakaya yerlestirilir.
Cihaz, siraya gore her bir DNA bazinda plakayi yikar. DNA polimeraz ile bir bazin
sablona spesifik birlesmesi meydana geldiginde, bir pirofosfat (PPi) {iretilir. Bu
pirofosfat, PPi'nin ATP'ye doniismesini takiben bir 151k sinyalinin olusturulmasi yoluyla
bir enzimatik lUminometrik inorganik pirofosfat saptama analiziyle tespit edilir.
B&ylece, mevcut nikleotidlerin, boncuk Ukerinde meydana gelen sekanslama
reaksiyonu ile birlestirildigi kuyucuklar, eklenen niikleotidlerin sayisi ile orantili bir 151k
sinyali yayarken, niikleotidlerin dahil edilmedigi kuyucuklar bunu yapmaz. Cihaz,
dizileri uzatmak i¢in ardigik niikleotid yikama islemini y(zlerce kez tekrarlar (Tedersoo
ve ark., 2010; Liu ve ark., 2012; Metzker, 2009).

454 GS FLX Titanyum XL + platformu, 23 saatlik bir ¢alismada, 700MB'a
kadar 750 bp degerinde ham kaynak {iretir. Teknolojinin, ekleme / ¢ikarma ile
sonuglanan homopolimerleri dlgmede zorlugu ve yaklasik% 1'lik bir genel hata orani

vardir. Reaktif maliyetleri, ¢alisma basina yaklasik 6,200 dolardir.
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Sekil 2.7. Roche 454 dizileme modeli (Mardis, 2008).

2.3.1.5. ABI Solid Dizileme

SOLiD sistemi Harvard Tip Okulu ve Howard Hughes Tip Enstitiisii tarafindan
ortaklasa gelistirildi. SOLiD' deki preparasyon, DNA sablonu, boncuklar, primerler ve
PCR igren mikro reaktorlerde klonal boncuk popiilasyonlarinin hazirlandigt Roche /
454'e ¢ok benzer bilesenler icerir. Emiilsiyon PCR ile biiyiitiilmiis PCR {iriinlerini
iceren boncuklar, tescilli bir siirecle zenginlestirilir. Boncuklarin iizerindeki DNA
sablonlari, cam tabakaya baglanmay1 saglamak i¢in 3 'ucunda degistirilir. Bir primer
DNA sablonundaki bir adaptdre baglanir ve akis hiicresine fluoresan olarak etiketlenmis
oligoniikleotidlerin bir karistmi elde edilir. Oligoniikleotid, sablon sekansi ile
eslestiginde, primer ilizerine baglanir ve birlestirilmemis niikleotitler, yikanir. Sarjhi bir
cift cihaz kamerasi, primere eklenen farkli renkleri yakalar. Her bir floresan dalga boyu
belirli bir diniikleotid kombinasyonuna karsilik gelir. Goriintii yakalandiktan sonra,
floresan etiket c¢ikarilir ve DNA ligasyonunun bir sonraki turuna baslamak i¢in akis

hicresine yeni oligontkleotit seti enjekte edilir. SOLID- 5500x1 platformundaki bu
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siralama-baglama yontemi, her biri i¢in% 0.01 hata oran1 ve calisma basina yaklasik
10.500 $ 'lik reaktif maliyeti ile her biri 75 + 35 nt'a kadar 1.410 milyon okuma Uretir.
Yaygin olarak kabul edilmesine ve kullanilmasina ragmen, yeni nesil dizileme
platformlari, PCR ile ortaya ¢ikan amplifikasyon Onyargilarindan muzdariptir ve
degiskenlik nedeniyle tiikkenme egilimindedir (Mardis, 2008; Liu ve ark., 2012).

Sundugu avantajlar sunlardir:

-daha diisiik maliyet

-yiksek verimlilik

-daha hizli geri doniis

-daha uzun okumalar.
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Sekil 2.8. ABI Solid dizileme yéntemi (Voelkerding ve ark., 2009).

2.3.1.6. Dizileme ile genotipleme (GBS)

Yeni nesil dizileme teknolojisindeki gelismeler dizilenmis sekans veri ¢ikist ile,
arastirmacilar i¢in popiilasyon genotiplemede biiylik yenilikler saglamistir. Dizileme
yoluyla genotipleme (GBS), genom ¢apinda molekiiler markor kesfi ve genotiplemeyi
birlestirir. Cok sayida numunenin az sayida temsil dizilimi i¢in hizli ve saglam bir
yaklasim oarak gelistirilmistir. Bu uygulamanin esnekligi ve diisiik maliyeti, bitki
genetigi ve 1slahindaki birgok calisma igin bu uygulamayr mitkemmeli bir araghaline
getirmektedir. Bitki biyolojisinde bilim insanlarinin nihai amaci fenotipi genotiple
iliskilendirebilmektir. Bu sayede bitki 1slahinda genotip, fenotipleri tahmin etmek ve

gelismis kiiltiir bitkilerini se¢gmek i¢in kullanilabilir. Kalitimsal faktorler ve ortaya ¢ikan
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fenotipler arasindaki baglantiya dair bilginin artmasi, ekilebilir alan ve iklim degisikligi
nedeniyle kiiresel gida kaynaklarini artirmak icin gereken genom destekli 1slah
calismalarina katkida bulunacaktir. Fenotipi genotiple iliskilendirmek ve fenotipik
tahminler yapabilmek ve bu sayede bitki tirlerini segbilmek ign genomik bilgiye
ihtiya¢g vardir. Bu tiir durumlarda genoma dari bilgi veya veri ne kadar fazla ise
yapilacak iliskilendirme caligmalari o kadar basarili olacaktir. Bu genomik bilgi ign
genom lizerinde yogun molekiiler markorleri olan biiylik popiilasyonlar gereklidir. Bu
noktada dizileme ile genotipleme umut vaat eden bir yaklagimdir. Genomun sadece
kiiciik bir kismini hedefleyerek restriksiyon endoniikleazlar kullanir ve bdylece enzim
temelli karmagiklik azaltma yontemi kullanir (Poland ve Rife, 2012). Dizileme ile
genotipleme uygulamasinin giiglii bir yaklasim oldugu ve on binlerce ile yiiz binlerce
molekiiler markor liretme yetenegine sahip oldugu gosterilmistir (Elshire ve ark., 2011;
Poland ve ark., 2012a).

Maliyet diistirmek i¢in karmasiklik azaltma stratejileri kullanan ve yeni nesil
dizileme, RNA-Seq, polimorfik sekanslarin karmagikligini azaltma, restriksiyon alani
ile iligkili DNA dizilemesi ve GBS kullanilarak SNP markcrlerinin Kesfini basitlestiren
birtakim yaklasimlar gelistirilmistir. Bu metodolojilerden GBS, diisiik maliyetli ve basit
bir molekiiler biyoloji is akisi ile es zamanli markor kesif ve genotiplemeye izin
verebilmesinden dolay1 en genis bitki arastirmacilar: tabanina hizmet etme konusundaki
en blytk sl tutar. DNA adaptorleri (biri DNA’ya ozgii tanimlayici adaptor)
fragmanlara baglanir ve daha kiigiik DNA fragmanlarinin amplifiye edilmesine yonelik
olarak bir PCR gerg¢eklestirilir. Elde edilen PCR firiinleri daha sonra bir yeni nesil
dizileme platformu kullanilarak havuzlanir ve dizilir. Amplikonlar parglanmaz, bu
nedenle sadece PCR fiirlinlerinin uglar1 sekanslanir. Tanimlayici adapt& bir ID etiketi
gibi davranir, bu yiizden okumalar bir bireyle iligskilendirilebilir (Poland ve ark., 2012b;
Peterson ve ark., 2014).

Bu teknik, bir referans genomu olan veya olmayan tirlere uygulanabilir. Enzim
se@mi, belirlenen mark& sayisi ve gereken dizi kapsami miktarini etkiler. Restiriksiyon
tanima alan1 ne kadar sik olursa, parga sayis1 0 kadar yiksek olur ve bu nedenle daha
fazla potansiyel markdr tespit edilebilir. Daha sik kullanilan restiriksiyon enzimlerin
kullanilmasi, uygulamaya bagl olarak daha biiyiik miktarlarda dizileme gerektirebilir.

GBS, bitki genomiklerinin arenasinda gercek bir devrimci teknoloji olma
potansiyeline sahiptir. Giiniimiize kadar genomik kaynaklar1 neredeyse hi¢bulunmayan

bitki tiirlerinin ¢oguna yiiksek yogunluklu genotipleme imkani sunmaktadir. GBS'nin
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kullanim alanlar1, markor kesif, filogenetik, y1gin segregant analizi, biparental hatlarda
QTL haritalamasi, GWAS ve genom sec¢imindeki uygulamalart igerir. GBS, aday gen
kesfinde haritalamaya da uygulanabilir ve de novo genom diizeneginde yardimci olmak
icin yiiksek yogunluklu SNP genetik haritalariin iiretilmesinde kullanilabilir.
Fonksiyonel genomik ve bitki 1slahinda GBS'nin uygulanmasindan ¢ok bUyik
ilerlemeler hg&Umektedir. CUnktibu model, yeni nesil dizileme i¢in kullanilabilirligi
ytksek bir uygulamadir (Poland ve ark., 2012b).

Tek basina bir genomdan sekanslama yapmak yerine dizileme ile genotipleme
(GBS), birden fazla genomdan gelen yiiksek verimli sekanslamaya ve genom capinda

molekiiler markor kesfine olanak saglar (Monteiro ve ark., 2018).

2.3.1.6.1. Bitki 1slahinda dizileme ile genotipleme (GBS) uygulamasi

Dizileme ile genotipleme (GBS), tek gen isaretleyicilerinden biitiin genom
profillemesine kadar uzanan arastirmalar i¢in ideal bir platformdur. GBS'nin en giiclii
uygulamalarindan biri, bitki yetistirme alanindadir. GBS, 1slah popiilasyonlarinin
genotipine hizli ve diisiik maliyetli bir ara¢ saglar ve bitki yetistiricilerinin tiim genom
iligkilendirme c¢alismalari (GWAS), genomik cesitlilik c¢alismasi, genetik baglanti
analizi, molekUer mark@ kesfi ve bitki 1slah programlarinin biiyiik bir bolimiinde
genomik se@m yapmasini saglar. Tiirlerin genomlar1 hakkinda 6nceden bilgi sahibi
olma zorunlulugu yoktur, ¢iinkii GBS yonteminin tiirler arasinda giiglii oldugu ve SNP
kesfinin ve genotiplemenin birlikte tamamlandig1 gosterilmistir (Elshire ve ark., 2011).

Tiim genom iligkilendirme ¢abalari, yeterli bilgi ve kapsama alan1 yaratmak i¢in
100'lerce markore ihtiyag duydugundan, yeni nesil dizileme teknolojilerinin ortaya
¢ikist, markor ¢oziiniirliigiinii biiyiik 6l¢iide iyilestirmistir. Son zamanlarda, yeni nesil
dizileme yaklasimi ile GBS, spesifik yetistirme programlarinda gesitli czellikleri analiz
etmek, haritalandirmak ve rekombinant saf hatlarinin (RILs) koleksiyonlarini yeniden
6lgmek i¢in kullanilmigtir. Misir, bugday, arpa, piring, patates gibi daha fazla Urin,
verimli, diisiik maliyetli ve genom dizileme biiylik Olgekleri i¢cin GBS tarafindan
optimize edilmistir. Soya fasulyesi yetistirme programlari i¢in ¢ok degerli bir genomik
kaynak saglayan, 31 soya genotipini yeniden boyutlandirdiktan sonra 205, 614 SNP
mark@Utanimlanmigtir. Patateste, 12.4 gigabyte kaliteli dizi verisi tabani ve 129, 156

dizi varyanti tanimlanmistir ve bunlar, patates referans genomuna 2.1 Mb'ye eslenmis
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olup, kiiltivar bagina medyan ortalama okuma derinligi 636 olmustur. GBS'nin genomik
cesitlilik ¢alismalari i¢in gegerli bir arag oldugu gosterilmistir (Peterson ve ark., 2014).

Ornegin, Fu ve Peterson (2011) Roche 454 genetik 1slah ¢alismas1 uyguladilar.
16 farkli arpa arazi irkinin genetik cesitliligini analiz etmek i¢in azaltilmis genom
temsili ve geligsmis biyoinformatik araci ile FLX Titanyum teknolojisi, 2.578 contig ve
3,980 SNP kesfetti ve ekili arpa gen havuzunda 6nemli bir cografi bolim oldugunu
dogrulamustir.

Biiylik popiilasyonlarin molekiiler markorlerini ve genotiplemesini entegre
ederek GBS, referans genom sekanslarinin yoklugunda veya 6nceki DNA polimorfizm
kesfi olmadan bile bitki yetistirme uygulamalari i¢in miikemmel bir platformdur. GBS
yaklagiminin, genetik analiz ve lupin, marul, salgam, soya fasulyesi ve misirin markor
gelisimine uygun oldugu gosterilmistir. Illumina genom analizorii, dort soya fasulyesi
girisi ve referans arasindaki 4294 ila 14550 SNPs'yi tanimladi ve soya fasulyesi
genomik DNA'simin Msel sindiriminin ve ardindan yiiksek verimli sekanslamanin SNP
markorleri iiretmek i¢in hizli ve tekrarlanabilir bir yontem sagladigimi gosterdi.
Makarnalik bugdayda yiiksek verimli SNP kesfi ve genotipleme, iki elit ¢esidi arasinda
bulunan 92 RIL'den arastirilmigtir. GBS'nin patates kiiltivarlarinin genis bir koleksiyonu
tizerine uygulanmasi, Illumina HiSeq 2000 ile ¢alisilmis ve olgunluk ve iiriin rengi ile
giiclii bir sekilde iliskili alleller belirlenmistir (Poland ve ark., 2012).

Geleneksel MAS ile karsilagtirildiginda, genetik 1slah genotipik degerler
tizerinde lireme dogrulugunu artirmak icin fenotipik ve soy agaci verileri ile molekiiler
markcrleri birlestiren bir yaklasimdir. Genetik 1slah ile ilgili teorik ve uygulamali
caligmalar, yeni lirlin ¢esitlerini gelistirme oranini hizlandirmak i¢in bUyik umut vaat
etmektedir. Genetik 1slah ign GBS yaklagimi ile geleneksel mahsuliin iyilestirilmesinde
onemli bir destekleyici olmasi ve ticari bitkilere yardimci iireme genomiklerinin
taginmasi ¢ok onemli bir 6zelliktir. GBS uygulamalarimin 6nciilii, yliksek yogunluklu ve
diisiik maliyetli tim genom molekiiler markorlerin gelistirilmesidir. Arpa ve bugday
calismasinda GBS yaklasimi, bir referans genomu olmayan tiirlerde yiiksek yogunluklu
isaretleyicileri gelistirme icin giliglii bir yontem sunarken, ayni zamanda fiziksel
haritalar ve tUm genom shotgun dizisi ign degerli araglar saglar.

Dizileme ile genotipleme, {irlin gelistirmede SNP'lerin kesfedilmesi ve
genotiplendirilmesi i¢in NGS protokollerinin yeni bir uygulamasidir. GBS'nin diisiik
maliyeti, ytksek yogunluklu SNP isaretleyicileri ile haritalama ve {ireme

popiilasyonlarin1 doyurmak i¢in ¢ekici bir yaklasimdir. Siralama teknolojilerinin ve
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temel c¢agri yazilimlarinin basarili bir sekilde iyilestirilmesi, NGS teknolojilerinin,
calisma basina daha yiiksek siralama verimi vermesine olanak tanir. Sabit bir ortalama
siralama derinligi igin daha derin ¢ogullama saglar (Liu ve ark., 2012; Mardis ve ark.,
2008).

Her bir ¢alisma i¢in iiretilen dizi bilgisinin miktar1 ve kalitesi arttik¢a, bu da
ornek basina daha yiiksek pleksing ve daha diisiik maliyetler sagladigindan, GBS diger
biitlin genom genotipleme platformlarina maliyet agisindan rekabet¢i bir alternatif
haline gelmistir. NGS'den yiiksek yogunluklu SNP isaretleyicilerinin GWAS, MAS ve
genetik 1slaha yogun olarak uygulanacagi tahmin edilebilir. Bitki yetistiricileri biiyiik
bitki genomlarii bile siralayabilir ve yiiksek yogunlukta markor haritasi olusturabilir
(Poland ve ark., 2012a).

Islah popUasyonlarindan baglanti haritalari GBS'nin mahsuliin iyilestirilmesine
y&nelik gelecekteki uygulamalari, bitki yetistiricilerinin, daha once herhangi bir
molekiiler aleti gelistirmek zorunda kalmadan, yeni bir germplazma veya tiir iizerinde
MAS veya genetik 1slah1 gergeklestirmelerine izin verebilir. Dizi tabanli genotipleme
tim genomik calismalar i¢in mevcut oldugundan, GBS bitki genetigi ve 1slahinda ana

bilesenlerden biri olmaya devam edecektir (Poland ve ark., 2012b).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Seker Pancar1 Genomunun Mikrosatelit Markorleri Gelistirmek Uzere Analiz

Edilmesi

Seker pancar1 566.550.431 bp uzunlugundaki genomu PRINA41497 nolu baslik
altinda NCBI veri tabanindan indirilmistir. Tez @lismasi sonucunda gelistirilmis olan

mark&rler Blast2GO yazilimi kullanilarak olasi protein fonksiyonlar: tahmin edilmistir.

3.1.1. DNA izolasyonu

Seker pancar1 genotiplerine ait yaprak dokularinin DNA Ornekleri, bu amagla
secilmis olan DNA parcalarimin ¢ogaltilmasi, gelistirilmis olan mikrosatelit
mark&lerinin  genotiplenmesi asamasinda kullanilmistir. Doku &nekleri, Qiagen
TissueLyzerll cihazinda ve 200 ng doku 6rnegi iizerine 800 uL. CTAB ekstraksiyon
tampon gXeltisi (%2 CTAB, 100 mM Tris-HCI (pH 8.0), 20 mM EDTA (pH 8.0), 1.4
M NaCl, %1 PVP-40 ) eklenmistir. Karisima 100uL merkaptoetanol eklenerek, vortex
cihazi yardimi ile karisimin homojenizasyonu saglanmistir. Ornek, hiicre duvarlarmin
yikimlanmasi amaci ile 65°C” de 1 saat streyle inkibe edilerek, inkiibasyonun ardindan
hacimce (25:24:1) oraninda karisimlanmis olan fenol:kloroform:izoamil alkol 6rnege
eklenerek, once vortex cihazi ile karistirilip, ardindan oda sicakliginda 10 dakika
santrifiijlenmistir. Ust faz, temiz bir 2 mI’lik deney tiipiine aktarilarak, 600 pL, hacimce
24:1 oraninda hazirlanmis kloroform:izoamil alkol 6rnege eklenmistir. Oda sicakliginda
10 dakika siireyle gergeklestirilen santrifiij isleminin ardindan, st faz 1.5 ml’lik temiz
bir tiipe aktarilarak, kendi hacminin altida biri oraninda %100’liik izopropanol ile
karistirtlmistir. DNA peletinin elde edilmesi i¢in deney tiipii oda sicakliginda 30 dakika
inkiibe edilmistir. Peletin (DNA ¢0keltisi) izopropanolden temizlenmesi amaci ile
inkiibasyonun ardindan 6rnek 10 dakika oda sicaklifinda santrifiijlenerek, st faz
atilmistir. Deney t{pUnUn @perinde elde edilmis olan DNA peletinin {izerine %70’lik
etanol eklenerek yilkama yapilarak, yikamanin ardindan oda sicakliginda 5 dakika
sUreyle santrifiij islemi gerceklestirilmistir. Etanol fazi santrifiijiin ardindan atilarak,
DNA peletinin etanolden tamamen arindirilmasi amaci ile deney tiipii 50°C‘de 2 dakika
kapagi acgik sekilde bekletilmistir. 100 pL, otoklavda sterilize edilmis distile su,

DNA’nin siispanse edilmesi amaci ile eklenmistir. Opsiyonel olarak 4°C’de bir miiddet


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRJNA41497/
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bekletilmesi, DNA’nin daha homojen sekilde siispanse olmasini saglamaktadir. DNA
ekstraksiyonu sirasinda, DNA ile birlikte izole edilmis olmasi muhtemel olan RNA’nin
degradasyonu, ekstrakte edilmis olan DNA o6rneklerine 1 uL RNAse enzimi katilip,
tiiplerin 37°C’de 30 dakika inkiibe edilmesi ile saglanmistir. Ekstrakte edilmis olan
DNA orneklerinin konsantrasyonu ve safligi, Nanodrop spektrofotometre cihazi ile

Olciilmistiir.

3.1.2. Mikrosatelit markcr analizleri

Seker pancar1 yaprak DNA o6rneklerinden tez ¢alismasi kapsaminda gelistirilmis
olan mikrosatelit markoriiniin ¢ogaltilmasi igin gergeklestirilmis olan PCR reaksiyon
karisimlari i¢in 1x AmplitaqGold® PCR Tamponu, 2.5 mM MgClz, 200pM her bir
dNTP (Promega), 300 nM her bir primer, 0.5 Unite AmplitagGold® polimeraz enzimi
(Applied Biosystems Foster City CA), 1.0uL seker pancar1 yaprak DNA’s1 ve niikleaz
ig@rmeyen H20 iren bir protokol hazirlanmistir. Toplam reaksiyon hacimleri 20uL’dir.
PCR Uinleri belirtilen programla ¢ogaltilmistir: baslangic DNA denatiirasyonu igin
95°C‘de 10 dakika; denatiirasyon i¢in 95°C’de 30 saniye; tavlama (annealing)
reaksiyonu icin 60°C’de (primerlere gore bu sicaklik dereceleri degisiklik
gosterebilmektedir) 30 saniye ve uzama i¢in 72°C’de 30saniye (35 dongii olmak {iizere);
son uzama 72°C’de 10 dakika ve 4°C’de tutmayi i@rmektedir. Bu seker pancari
genotiplerine ait DNA oOrneklerinden ¢ogaltilmis olan SSR markoérleri, Qiaxcel
Fragment Analyzer (Qiagen Sample&Assay Technologies) kapiler elektroforez sistemi

ile goriintiilenmistir.

3.1.2.1. Seglen markd&rlerin PCR ile test edilmesi

Seker pancarinda tespit edilmis ve primer bilgisine sahip olan 48,736 mark&in
i@risinden 10 tanesi rastgele secilerek bu markorler PCR islemi ile test edilmistir.
GMATA (Wang ve Wang, 2016) programinin biitiin markorlere primer tasarlama
ozelliginden faydalanilarak, primer bilgileri GMATA iizerinden markorlere 6zgili olarak
elde edilmistir (Tablo 3.1.). PCR uygulamasi igin 11 ¢esit seker pancar1 kullanilmistir.
Seker pancarmin yapraklarindan DNA izole edilerek genomik DNA elde edilmistir ve

ardindan primerler ile PCR yapilarak polimorfizm bilgileri i¢in tes edilmistir.
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Tablo 3.1. Seker pancar1 kromozomlarindan rastgele secilmis 10 adet markér icin GMATA programinda
gelistirilmis olan primer sekanslari

Beta vulgaris . . o Erimev
markér Primer Sol Primer Sag Slcalkllg
MRl TCGCCTGTTGGTCATCACT — CAACACACCAGCCTGAAACA 60
MKBVCHR-  CGTTACTTACGTTACTTCTTCOT | (\T66AGCATGTTGTGAATG 56
MIKBVCHR3  AGTACGACCGARACCTAAACTA | (3GGCATTACCOCARGTAG 60
MKBVCHRA-  (ccoaceancancaaTAAca COCATCACACTCARATICTC g
MKBVCHRS:  GpncancAGCAGTAGCAGCA  TCAGTTCAGTTCAGTTCAGET
M KEZ\Z’SOH R6- AAATTAGGGGCGTTTGGTTC  TATTAAGCGGGATTCGTCAA 58
M KB;;%H Rl TCGTTGATTCTCCGTTTTGG  CAACACAACACAACGCTTGC 61
M R CAAACACACACACACACATGC ~ CCCGACTTACTGGTGCTTTC 59
RS TGAAACCACCATAACCACCA  TTGGTGCACGAGGTTGTAAA 60
MKBVCHRS-  rraccaatiooaactTica  CATGACTATCGACGATGTAC g,

3.1.3. Veri analizleri

Her bir mikrosatelit markdrii igin, pargaciklar Matsuoka ve ark. (2002)
tarafindan tanitilan yontem kullanarak farkli alel’leri temsil eden bin’lere boliiniir. Her
bir markor i¢in polimorfizm bilgi igerigi (PIC- Polymorphism information content)
degeri her bir SSR mark&GUigin Saal ve Wricke (1999) tarafindan tanitilan formiile

gore hesaplanmaktadir:

k
PIC=1-)p’

i=1

pi i‘inci allel’in sikligim1 (frequency) ve k ise her lokus igin farkli alel’lerin
toplam sayisin1 vermektedir.

Bitn genotiplerin czgtn bir lokus ign mikrosatellit degerleri: var (present) i¢in
1, yok (absent) i@n O ve heterozigot bireyler ignde 0.5 gibi degerlerle skorlanmistir. Bu
veriler Nei’nin genetik benzerlik indeksinin (The Nei index of genetic similarity)
hesaplanmasinda kullanilmigtir (Nei ve Li, 1979). Elde edilen bu degerler Darwin

(Perrier ve Jacquemoud-Collet, 2006) yazilimi kullanilarak Neigbour-joining yatemi
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uygulanarak seker pancari genotipleri arasindaki genetik iliskiyi gOsteren bir

dendogramda @zilerek ¢esitlilik analizi yapilmistir.

3.1.4. Markdr gelistirme

Seker pancarinin (Beta vulgaris) 9 kromozomunun sekans bilgileri NCBI
veribankasindan FASTA formatinda indirilmistir (CM002321.2, CMO002322.2,
CM002323.2, CM002324.2, CM002325.2 CM002326.2, CM002327.2, CM002328.2,
CMO002329.2) (Dohm ve ark., 2014). Markor gelistirme islemi, GMATA (Wang ve

Wang, 2016) programi ile biyoinformatik olarak gerceklestirilmistir. Program
kullanilarak markér dizayni, primer dizayni ve e-map islemleri gerceklestirilmistir
(Sekil 3.1.).

GMATA programi ile birlikte Perl, R ve Java programlarinin da kurulumu

yapilmustir.

3.1.4.1. SSR markd&rlerinin gelistirilmesi

Seker pancarinin indirilmis olan her 9 kromozomu (Dohm ve ark., 2014) ign,
GMATA programininin, ‘SSR belirleme boliimii kullanilarak’, SSR tekrar motifleri
gelistirilmistir. Fasta formatinda indirilmis olan kromozom sekanslar1 ile SSR
tanimlama islemi baglatilmis ve motifler tanimlanmistir. Bu motifler, 5 tekrarli olmak
lizere, en kisa 2, en uzun 6 niikleotitten olusacak sekilde belirlenmistir. Yapilan islemin

ardindan (.ssr) ve (.sat) dosyalar1 ¢ikt1 olarak alinmustir.

3.1.4.2. Markdr dizayni

Programda olusturulmus ve c¢iktis1 alinmis olan ssr lokus dosyasi (.ssr) ile
‘Markor dizayni’ boliimiinde markor ve primer dizayni gergeklestirilmistir. Programda
gelistirilecek olan SSR markoérleri ign, minimum blytkltk 100 baz g@fti, maksimum
bliytlikliik 300 bazg¢ifti olarak tanimlanmistir. Bu islemin ardindan (.mk), (.seq) ve (.sts)
dosyalart ¢ikti olarak almmistir. Bu dosyalar, primer sekans bilgisi, primerin
olusturdugu iriiniin uzunlugu ve primerlerin erime sicaklik bilgisi, kromozomdaki

konumlar1 ve olusturulan markorlerin sekans bilgilerini igerir.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CM002321.2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CM002322.2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CM002323.2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CM002324.2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CM002325.2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CM002326.2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CM002327.2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CM002328.2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CM002329.2
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3.1.4.3. Fiziksel haritalama

Programin ‘e-Map’ bolimUnde, olusturulmus olan (.sts) dosyasi ile e-PCR
islemi gerceklestirilmistir ve gelistirilen markorler fiziksel olarak haritalanmastir.
Maksimum indel ve maksimum mismatche parametreleri ‘0’ olarak belirlenmistir.

(.emap), (.amp), ve (.frg) dosyalar1 ¢ikt1 olarak alinmistir.

Fe=s==== i [ee=ssszssszsszmasasmmasses | |==esssccssccsssscscmsa==- 1
: | | :;, Sekan; biginlendirrs (1 | |
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| | | . | I
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Sekil 3.1. GMATA is akis semasi(Wang ve Wang, 2016).
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3.1.4.4. Gelistirilen markorlerin fonksiyonunun belirlenmesi

Gelistirilmis olan markor sekanslari ile seker panacarmin 6zdes protein
sekanslari, Blast2GO programi kullanilarak analiz edilmistir. Markor sekanslari ile
protein sekanslari blast edilerek, anotasyon islemi markdr sekanslarinin olasi protein
fonksiyonlar1 tespit edilmistir.

Blast2GO programinda, GMATA programinda gelistirilmis olan markor
dosyalar1 kullanilmistir. Oncelikle GMATA programinda olusturulmus olan dosyalar
fasta formatina doniistiiriilmistiir. Bu islem, GMATA’dan elde edilen (.mk) ve (.seq)
dosyalarinin ilgili kisimlarinin Excel dosyasinda birlestirilerek, fasta formatina uygun
modifiye edilmesiyle gerceklestirilmistir. Ardindan bu Excel dosyasi fasta formatina
dontistiiriilmiistiir. Protein sekanslari i¢in NCBI veritabanindan seker pancarinin (sugar
beet) tanimlanmig protein sekanslari (yaklasik 43,300 protein sekansi) fasta formatinda
indirilmistir.

Programda ‘Dosya (File)’ sekmesinde ‘Load Fasta File’ secenegi kullanilarak,
markor bilgilerinin ve sekanslarin bundugu fasta dosyasi programa yiiklenmistir.
Ardindan ‘Blast’ sekmesinde ‘Make Blast Database’ secenegi ile protein sekanslarinin
dosyas1 yiiklenmis ve (.phd) ve benzeri 8 dosya ¢ikt1 olarak alinarak ‘Local Database’
olusturulmustur. Tekrar ‘Blast’ sekmesinde ‘Run Blast’ secenegine girilerek ‘Local
Blast’ secenegi kullanilmistir. Agilan bolimde (.phd) ciktis1 alinmis olan dosya
secilerek ‘Run Blast’ islemi gerceklestirilmistir. Blast islemi tamamlandiktan sonra
‘Mapping’ sekmesiyle haritalama yapilmis ve ardindan ‘Annotation’ islemi
gerceklestirilmistir. Gerekli islemler tamamlandiktan sonra ‘Export’ iglemi ile yapilan
uygulamanin ¢iktis1 alinmigtir ve ‘Graphs’ béliimiinden olusturulan grafikler ¢ikti
olarak alinip sonuclar kisminda gosterilmistir. Programin kullanilan akis semasi sekil
3.2.de gosterilmistir. Gelistirilen mikrosatelit markorlerine ait veri ve fonksiyonel

anotasyon verilerine http://doi.org/10.6084/m9.figshare.9265121 adresinden erisilebilir.



http://doi.org/10.6084/m9.figshare.9265121
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Blast2GO

@ E— @ — @ \ grafikler tablolar
@ / blast haritalama anotasyon @
fasta @ — goslim

GO birlesimi
interpro

Sekil 3.2. Blast2GO akis semasi
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Sonugar

Yeni nesil dizileme teknolojilerindeki gelismeler ve biyoinformatik araclarin
gelisimi, canlilarin genomunun markdr bakimindan doyurulumasini hizlandirmis ve
kolaylastirmistir (Uncu, 2018). Bu g¢alismanin amaci, seker pancarinda mikrosatelit
markdrlerin kesfi ile seker pancarinda simdiye kadar tespit edilmis olan SSR markor
sayisin1 artirmaktir. Sonug¢ olarak, seker pancarinin var olan tiim kromozomlari,

mikrosatelit markorleri bakimindan karakterize edilmistir.

4.1.2. Mikrosatelit markdr tespiti

Beta vulgaris genomu, 9 kromozomun iizerine dagitilmis 376.5 megabazlik (Mb)
diziden olusmaktadir (Dohm ve ark., 2014). Beta vulgaris’in var olan 9 kromozomunda
2 ve 6 niikleotitten olusan en az 5 tekrarli SSR motifleri tespit edilmistir. Bu ¢calismada
toplamda 75,172 SSR lokusu tespit edilmistir
(http://doi.org/10.6084/m9.figshare.9265121). Bu SSR’lardan 48,736 tanesi primer

sekans bilgisine sahiptir ve PCR uygulamasi i¢in uygundur. 12,377 SSR ile en yiksek
sayida markor kromozom 6’da bulunmaktadir ve 10,625 SSR ile onu kromozom 5 takip
etmektedir. En diisiik say1, 5,279 SSR ile kromozom 3’te tespit edilmistir (Tablo 4.1.).
Ayni zamanda kromozom biiyiikliigii (kb), markor sayisina boliinerek her bir kromozom
icin kilobaz bagina diisen markor sayist yani yogunluk hesaplanmistir ve sonuglar Tablo

4.1.°de belirtilmistir.


http://doi.org/10.6084/m9.figshare.9265121
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Tablo 4.1. SSR Tespiti Istatistikleri

Kromozom Markér Yogunlugu Tanimlanmis SSR lokusu Primer sekans bilgisine sahip olanlar

1 7.8 6831 4432
2 7.7 7982 5212
3 7.5 5279 3539
4 7.7 6488 4265
5 7.6 10625 6843
6 7.6 12377 7987
7 7.9 8484 5530
8 7.5 8004 5130
9 7.8 9102 5798
Toplam - 75,172 48,736

En az 2, en fazla 6 niikleotid olmak iizere belirlenmis SSR motiflerinin tekrar
eden nikleotid sayisina gore dagilimi Tablo 4.2.°de gosterilmistir. Tekrar eden
nikleotid sayist azaldik¢a tespit edilen markor sayisi genel olarak artmaktadir
(Lagercrantz ve ark., 1993; Morgante ve Olivieri, 1993; Wang ve ark., 1994) (Grafik
4.1).

Tablo 4.2. SSR motiflerinin tekrar niikleotit sayilarinin genel gosterimi

Motif (-mer) Toplam

53,631
16,662
866
3186
827

o 01 WN

Tiim genom boyunca, 14,068 tekrar ile ‘TA’ niikleotit motifi en ¢ok tekrar eden
motif olarak bulunmustur ve onu 11,987 tekrar ile ‘AT’ niikleotit motifi takip
etmektedir. En @k tekrar eden trinikleotid motifi ‘AAT’, en ¢ok tekrar eden
tetraniikleotid motifi ‘TATG’, en ¢ok tekrar eden pentaniikleotid motifi ‘CTGAA’ ve en
cok tekrar eden hexaniikleotid motifi ‘TTATTG’ olarak tespit edilmistir (Tablo 4.3. —
Grafik 4.1.).



Tablo 4.3. SSR motifleri ve sayist

SSR motifi SSR'larin sayis1 Motif tiri SSR motifi SSR'larin sayis1 Motif tUrt

TA 14.068 di* CTGAA 495 penta****
AT 11.987 TTCAG 420
TC 6.602 TCTGA 298
GA 6.341 ATCAG 197
AG 4.368 TTATTG 8 hexa*****
CT 4.339 AGGGTT 3
AAT 2.055 tri** TTACTG 3
TTA 1.478
TAT 1.408
ATT 1.403
TAA 1.254
ATA 1.226
TATG 34 tetra***
ATAA 29

35

*en ¢ok saytya sahip ilk 6 6rnek, ** en ¢ok sayiya sahip ilk 6 6rnek, ***en ¢ok sayiya sahip ilk 2 6rnek,

****en ¢ok sayiya sahip ilk 4 6rnek, *****en ¢ok sayiya sahip ilk 3 6rnek belirtilmistir.

AAT; 2.055

AG;4.368 (T, 4.339/

/T_AT; 1.408

/ ~TAA;1254
/I___AT' . .

TTA; 1.478

ATT; 1.403

Diger; 1424

TCTGA;
298

\1][ACTG ;3

CTGAA;
495

ATCAG; 197

’rvme; 8

AGGGTT; 3

Grafik 4.1. Tablo 4.3’te gosterilen SSR motiflerinin ve markoérlerinin tespit edilen sayilarinin grafik

iizerinde dagilimi.

Rae ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢aligmada, Beta vulgaris’in markor

destekli 1slahinda kullanimi igin basit dizi tekrarlar1 tanimlamistir. 1536 klondan olusan

genomik kiitliphaneler olusturularak yapilan bu g¢alismada klonlar ‘CA, CT, CAA,

CATA ve GATA’ niikleotid tekrarli problarla taranmistir ve klonlarin %50’sinden

fazlasinda pozitif hibridizayon gozlenmistir. Bunlardan 340 tanesi sekanslanmistir. ‘CT,

CAA, CATA ve GATA’ tekrarlarmin varligr i¢in taranan toplam 1356 klonda, Rsal
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ktUphanesinde 763 tane (%49.2) pozitif klon ve Sspl ktitphanesinde 918 tane (%59.7)
pozitif klon tespit edilmistir. Olusturulan genomik kiitiiphanede SSR motif freakansi
‘CA’ tekrari i¢in %57.6 ve ‘CT’ tekrar1 i¢in %2.2 olarak tespit edilmistir (Rae ve ark.,
2000). Rae ve arkadaslarinin buldugu sonuglar, Morchen ve arkadaglarinin 1996’ da
yaptiklar1 calisma sonucu, seker pancarinda en yaygin tekrar motifinin ‘CA’ motifi
oldugunu ortaya koyduklart sonuglarla uyusmaktadir.

Rae ve arkadaglarimin yapmis oldugu bu calismada klonlarin spesifik problarla
taranmasi tespit edilen markor cesitliligini azaltmaktadir, yani tespit edilen markorler
secilen problarla sinirli kalmaktadir. Halbuki bu tez kapsaminda yapilan g¢alismada
genom, var olan tUm 2 — 6 niikletoid tekrar motifleri i¢in taranmistir. Bu durum tespit
edilen SSR’larin sayisinda ve motiflerinde ¢esitliligin artmasini saglamaktadir.

Seker pancarinda transkripsiyona bagli olarak SSR markdr karakterizasyonu
yapilmis baska bir ¢alismada, en ¢ok tekrar eden diniikleotid motifi ‘AG’ ve en ¢ok
tekrar eden triniikleotid motifi ‘CTT’ olarak tespit edilmistir (Fugate ve ark., 2014).
Fugate ve arkadaslari, seker pancarinda SSR iiretmek i¢in, seker pancarinin kok ve
yaprak dokularinin ifadelenen genleri ile transkriptom analizi yapmistir. Analiz edilen
transkriptom toplamda 82,404 gen icermektedir. Calisma sonucunda 7680 SSR
tanimlanmistir ve 288 SSR lokusu i¢in primer dizayn edilmistir. En sik goriilen SSR
motifleri diniikleotidler ve triniikleotidler olarak tespit edimistir. Diniikleotidler toplam
motiflerin  %?22’sini, triniikleotidler %67’sini  ve tetraniikleotidler %5 ini
olusturmaktadir. Bunlardan en sik goriilen motifler ‘AG, CTT ve AAAT’ olarak
bulunmustur.

Seker pancarinda yapilan bu ¢aligma ile Fugate ve arkadaslarinin yapmis oldugu
calisma sonucu tespit edilen SSR lokuslarindaki farkliligin bir sebebinin, Fugate ve
arkadaglarinin ¢aligmalarinin  SSR  tespiti igin seker pancarmin sadece belirli
dokularindaki ifadelenen genlere odaklanmasi ve bunu arastirmasi olabilecegi
diisiiniilmektedir. ifadelenen genler iizerinde yapilan bir ¢alisma tiim genom bilgisini
kapsamamakta ve ifadelenmeyen genleri géz ardi etmektedir. Bu nedenle tiim genomu
kapsayan caligsmalar daha fazla sayida SSR lokusunun tespit edilmesine olanak
saglamaktadir ve genom hakkinda daha fazla bilgi igermektedir. Bu taz kapsaminda
yapilan c¢alismada gen-protein iligkisinin tespiti ign, mark&lerin  protein
fonksiyonlarmin belirlenebilmesi amaciyla Blast2GO programi kullanilmistir ve genom

kapsaminda markorlein olasi protein fonksiyonlar tespit edilmistir (Tablo 4.4.).
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Seker pancarinda mikrosatelit markor tespit edilmesi ile ilgili yapilan diger
calismalar ise genel olarak kiitiiphane olusturma ve sekanslama yoOntemlerine
dayanmaktadir. Bu yaklasim da seker pancar1 genomuna erisimi, biyoinformatik
yakasimlara gore kisitlamaktadir. Bu calismada biyoinformatik araglar kullanilarak,
seker pancarinin tiim genomu ve var olan tiim koromozomlar1 mikrosatelit markorleri

bakimindan karakterize edilmistir.

4.1.3. Markorlerin protein fonksiyonlarinin analiz edilmesi

Gelistirilen markorlerin protein fonksiyonlar1 Blast2GO programi kullanilarak
analiz edilmistir. Primer sekans bilgisine sahip 48,736 SSR lokusu, NCBI
veritabanindan indirilmis olan seker pancarinin tanimli protein sekanslar1 ile

hizalanmigtir ~ (http://doi.org/10.6084/m9.figshare.9265121).  Ardindan  yapilan

anotasyon sonucu gelistirilen markor setinin 14,83 hit ile %30 oraninda, seker
pancarinda ifade edilen sekanslar ile birebir benzerlik gosterdigi tespit edilmistir (Grafik
4.2. — 4.3.). Seker pancarinin sekanslanmig protein sayisinin artmasiyla birlikte bu

sayilarin da artis gosterecegi diisiiniilmektedir.

Veri Dagilimi Grafigi

Anotasyon: (2,136 / %4) |

Haritalanmis: (1,603 /%3) *

Blast edilen: (14,830 / %30) —

)

~— Blast edilmeyen: (30,167 / %62)

Grafik 4.2. Seker pancar1 protein sekanslari ile yapilan blast sonucu tespit edilen fonksiyon degerleri


http://doi.org/10.6084/m9.figshare.9265121
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Veri Dagilim
Sekanslar
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Grafik 4.3. Seker pancari protein sekanslari ile yapilan blast sonucu tespit edilen sekans say1 degerleri

Markor sekanslari ile protein sekanslarinin eslestirilmesi igleminin sonucunda
markorlerin 6nemli islemlerde gorev yapan protein sekanslari ile Ortiistiigii tespit
edilmigtir. Canlinin yagsaminda onemli rol oynayan, metabolik stre¢ (1094 markd),
hicresel streg(1058 markd), baglanma (1226) markor), katalitik aktivite (1021 markor)
ve hiicre zar1 (707 markor) gibi fonksiyonlarda etkili olabilecek ¢ok sayida markor
tespit edilmistir (Tablo 4.4. — Grafik 4.4.).

Tablo 4.4. Markor sekanslari eslesen protein sekanslarinin olasi fonksiyonlari.

Protein islevi Markor sayis1*
metabolik streg 1094
hicresel strec 1058
lokalizasyon 316
uyaranlara cevap verme 302
biyolojik dizenleme 236
biyolojik proseslerin dizenlenmesi 191
hiicresel bilesen organisazyonu veya biyogenez 108
baglanma 1226
katalitik aktivite 1021
tagtyici aktivitesi 226
hiicre zar 707
hicre 639
hiicre kisimlari 636
organel 518
hiicre zar1 kisimlari 484
organel kisimlari 176
protein igren kompleks 108

*Sadece markdr sayisi 100’lin iizerinde olan eslegsmeler gosterilmistir
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Sekanslar

Metabolik sCre¢

Hicresel sirec

Baglanma
Katalitik aktivite

Hiicre zar1 ,

Grafik 4.4. Markor sekanslari ile eglesen protein sekanslarinin olasi fonksiyonlarinin grafik ile gosterimi.

Markdr sekanslari ile protein sekanslarinin blast edilmesi islemi sonucunda
birbiriyle ortiismeyen sekanslar elde edildigi gibi, birbiriyle yiiksek oranlarda ortiisen
cok sayida sekans da elde edilmistir (Grafik 4.2.). Cok sayida markor, protein sekanslari
ile ytksek oranlarda Grtiiserek olast markdr-protein iliski analizleri ign test edilebilir
hale gelmistir. Bunlarin iginden blast olma (6rtiisme) oranlari %100 olan, rastgele
secilmis 50 adet markor ve bu markdrlerin olasi protein fonksiyonlart Tablo 4.5. ve

Tablo 4.6.” da gGsterilmistir.
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Tablo 4.5. Blast oranlar1 %100 olan rastgele se¢ilmis 50 adet markor ve olast protein fonksiyonlari

Markd&r

Protein Sekansi

MKBVCHR1-14
MKBVCHR1-36
MKBVCHR1-1476
MKBVCHR1-1724
MKBVCHR1-4139
MKBVCHR2-39
MKBVCHR2-338
MKBVCHR2-462
MKBVCHR2-486
MKBVCHR2-687
MKBVCHR2-700
MKBVCHR2-792
MKBVCHR2-796
MKBVCHR2-929
MKBVCHR2-1113
MKBVCHR2-1191
MKBVCHR2-1044
MKBVCHR2-1045
MKBVCHR3-3004
MKBVCHR3-3051
MKBVCHR3-3054
MKBVCHR3-3457
MKBVCHR3-3458
MKBVCHR3-3506

etilen duyarli transkripsiyon faktorii ERF014
ubiqutin katlama modifiye edici

serin / treonin-protin kinaz SAPK2
endoplazmik retikulum-Golgi ara kisim proteini
RNA baglayici protein

omega-3 yag asidi desatiiraz, kloroplastik
UDP-glikozil transferaz 76C4

DNA replikasyon baslatma faktori MCM6
mannoz-6-fosfat izomeraz

transkripsiyon fakt&GuMYB82

oksin tagima proteini BIG

metil transferaz benzeri protein

serin karboksipeptidaz benzeri protein
peroksidaz P7

oksin duyarl protein [AA27

saperon proteini ClpB4, mitokondriyal

ubiqutin karboksil ucu hidrolaz

ubiqutin karboksil ucu hidrolaz

DNA'dan RNA yapan polimeraz in V alt birimi SA
ferrodoksin bagimli glutamat sentaz, kloroplastik
glutamat sentaz

DNA tamir proteini RAD50

DNA tamir proteini RAD50

Plasmodezmata Kalloz baglayici protein




Tablo 4.6. Blast oranlar1 %100 olan rastgele se¢ilmis 50 adet markor ve olasi protein fonksiyonlari

Markdr

Protein Sekansi

MKBVCHR4-530
MKBVCHR4-637
MKBVCHR4-656
MKBVCHR4-695
MKBVCHR4-791
MKBVCHR4-4124
MKBVCHR4-4134
MKBVCHR5-71
MKBVCHR5-131
MKBVCHR5-1133
MKBVCHR5-1134
MKBVCHR5-1383
MKBVCHR5-1499
MKBVCHR5-1500
MKBVCHR5-3873
MKBVCHR5-4052
MKBVCHR5-4507
MKBVCHR5-4508
MKBVCHR6-1201
MKBVCHR6-1202
MKBVCHR6-1203
MKBVCHR6-1298
MKBVCHR7-2420
MKBVCHR9-1064
MKBVCHR9-1140

riboflavin biyosentezi proteini PYRR, kloroplastik
olas1 pektinesteraz/pektinesteraz inhibit&rt
fosfolipaz D zeta

kalmodulin baglayici protein 60A izoformu X2
14,5-DOPA dioksijenaz estradiol

serin asetil transferaz, kloroplastik

sistein sentaz

oksine duyarli protein SAUR36

birincil amin oksidaz benzeri

serin / treonin protein kinaz1t BLUS1

serin / treonin protein kinazt BLUS1

hidroksi izo flavanon dehidrataz benzeri

klorofil a-b baglayici protein CP29.3, kloroplastik
klorofil a-b baglayici protein CP29.3, kloroplastik
gnko parmak proteini VAR3, kloroplastik

ABA iliskili prtoein C2 Domaini

siklin bagiml kinaz D-1

siklin bagiml kinaz D-1

aspartil proteaz ailesi proteini izoform X2
aspartil proteaz ailesi proteini izoform X2
aspartil proteaz ailesi proteini

L-askorbat oksidaz homologu

E3 ubiqutin-protein ligaz MIEL1

gliserol-3-fosfat asiltransferaz

gnko parmak proteini ZAT5
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4.1.3.1. Glutatyon sentezi ile iliskilendirilmis olan markdrler

Bu tez kapsaminda gelistirilmis olan markérlerden glutatyon ile iliskili
olabilecek mark&ler tespit edilerek, mark&-protein iliskilendirmesi ign &nek olarak
sunulmak istenmistir.

Glutatyon oksidatif strese karsi giiclii bir antioksidandir ve hiicre ¢cogalmasini,
apoptozu, bagisikligi ve ¢esitli hiicresel siireteri dizenler (Lu, 2013). Glutatyon sentezi
ile iligkili olabilecek 60 adet markor tespit edilmistir ve bu mark&lerden 10 tanesi

Tablo 4.7.’de gosterilmistir.



42

Tablo 4.7. Glutatyon sentezi ile ilgili olabilecek markérler ve eslestikleri protein sekanslari

Marké&r Protein Sekansi Blast (Ortiisme)
Orani
MKBVCHR1-10 glutatyon rediktaz, kloropastik 84.93%
MKB’1\1/§:7HR1— glutatyon S-transferaz T2-benzeri 95.83%
MK%\;;HRZ' glutatyon S-transferaz T3-benzeri 94.12%
MKBZ\(;?C 4HR4' glutatyon sentetaz, kloroplastik 82.76%
MKBL%HRS' glutatyon S-transferaz T1 80.77%
MKBL\1/5C2HR5- glutatyon S-transferaz T1 izoform X2 49.38%
MK%’\;;:SHRG' glutatyon S-transferaz 2-benzeri 83.33%
MKB?\S;&HRG' glutatyon S-transferaz U17 100%
MKBVCHR7-  glutatyon gama-glutamil sisteinil transferaz 3-benzeri 95 45%
2935 izoform X1 70
MKB£\9/2(3HR9- laktoilglutatyon liyaz izoform X2 88.00%

! glutatyon rediiktaz, kloroplastik protein sekansi igin 4 adet markor tespit edilmis, 1 tanesi segilmistir.
Zglutatyon S-transferz T2-benzeri protein sekansi igin 31 adet markor tespit edilmis, 1 tanesi segilmistir.
3 glutatyon S-transferaz T3-benzeri protein sekansi 14 adet markor tespit edilmis, 1 tanesi segilmistir.

4 glutatyon sentetaz, kloroplastik protein sekansi icin 2 adet markr tespt edilmis, 1 tanesi segilmistir.

® glutatyon S-transferaz T1 protein sekansi i¢in 3 adet markdr tespit edilmis, 1 tanesi secilmistir.

6 glutatyon S-transferaz 2-benzeri protein sekansi igin 2 adet markdr tespit edilmis, 1 tanesi secilmistir.

4.2. Gelistirilen SSR Markorlerinin Seker Pancar1 Genotiplerinde Test Edilmesi

9 biber kromozomunun timtnutemsil eden 10 SSR mark&(y 11 seker pancari
genotipinde polimorfizm bakimindan test edilmistir. Gelistirilmis olan ve primer
bilgisine sahip olan 48,736 mark&den rastgele segilmis olan bu 10 markd, PCR islemi
gerceklestirilerek analiz edilmistir (primer bilgileri Tablo 3.1.’de belirtilmisti). PCR
isleminin sonucunda kapiler elektroforez yontemi kullanilarak goriintiiler elde edilmistir.

Secilmis olan SSR markérlerinden 8 tanesi polimorfik, 2 tanesi polimorfik
olmayan markordiir yani gesitlilik gostermemektedir (Tablo 4.8.). Bu bdimde,
bunlardan polimorfik olan (gesitlilik gosteren) 5 SSR markorii degerlendirilmistir.
Polimorfik SSR’larin kapiler elektroforez sonucu elde edilen g&tntUerinde, bireylerin
SSR lokusu bakimindan birbirinden ayirt edilebilecegi tespit edilmistir. Elde edilen
sonudar Sekil 4.1.,4.2.,4.3., 4.4., 4.5.”te gosterilmis ve yorumlanmuistir.
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Genotip 1
Genotin 2
Genotin 3
Genotip 4
Genotip 5
Genatin 6
Genotip 7
Genotip 8
Genotip 9
Genotip 10
Genotip 11

Sekil 4.1. MKBVCHR1-234 adli markoriin PCR analizi sonucu kapiler g&int(st

‘MKBVCHR1-234’ markdrii, Genotip 6’y1 diger bireylerden bant sayisi olarak
ayirt edebilen polimorfik bir markoérdiir. Ayni zamanda bant biiyiikliigiindeki

polimorfizm sayesinde bireyleri birbirinden ayirt edebilme kapasitesi artmaktadir.

Genotip 1
Genotip 2
Genotin 3
Genotio 4
Genotip 5
Genotin 6
Genotip 7
Genotip 8
Genotip 9
Genotip 10
Genotip 11

Sekil 4.2. MKBVCHR7-770 adli mark&tn PCR analizi sonucu kapiler g&intst

‘MKBVCHR7-770" markdriiniin hem bant sayis1 olarak hem bant biiytikliigii
olarak oldukc¢a polimorfik bir markér oldugu goriilmektedir. Genotip 1, genotip 4 ve
genotip 6’nin spesifik bir sekilde diger genotiplerden ayirt edilebildigi goriiliirken, diger
genotipler de bant biiyiikliigii ile birbirlerinden ayirt edilebilmektedir.



44

Genotip 1
Genotip 2
Genatin 3
Genotip 4
Genotip 5
Genotin 6
Genotip 7
Genotip 8
Genotip 9
Genotip 10
Genotip 11

Sekil 4.3. MKBVCHR5-1011 adli markériin PCR analizi sonucu kapiler g&rintisU

‘MKBVCHR5-1011" markoériiniin genotip 8’1 diger genotiplerden spesifik bir
sekilde ayirt edebildigi goriilmektedir. Bu markdriin, genotipleri birbirinden ayirt

edebilmekten ziyade, genotipleri kendi iginde gruplandirabilecegi goriilmektedir.

Sekil 4.4. MKBVCHR2-2091 adli markoriin PCR analizi sonucu kapiler g&intGst

Genotip 2
Genofin 3
Genotin 4
Genotip 5
Genotip 7

Genotip 8
Genotip 9
Genotip 10
Genotip 11

JOAER =

MR AAT 001
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Genotip 1
Genotip 2
Genotin 3
Genotip 4

Genotip 5

Genotip 6

Genotip 7

Genotip 8

Genotip 9

Genotip 10
Genotip 11

Sekil 4.5. MKBVCHR9-3048 adli1 mark&Un PCR analizi sonucu kapiler g&tntGs

‘MKBVCHR9-3048" markoriiniin genel olarak genotiplerde ayni biiyiikliikte
bant verdigi goriilmektedir. Bu markor, sadece genotip 1 ve 6’y1 digre bireylerden ayirt

edebilmektedir. Polimorfizm oraninin bu bireyler i¢in yliksek olmadigi s6ylenebilir.
4.2.1. Test edilen markd&rlerin polimorfizm performansi

Polimorfizm ign test edilen mark&ler, barindirdiklart polimorfizm bilgisi
sayesinde, 11 seker pancar1 genotipini birbirinden ayirt edebilmek ve siniflandirabilmek
icin analiz edilmistir. Bu analiz, Darwin (Perrier ve Jacquemond-Collet, 2006) yazilimi
kullanilarak ve Neigbour-joining y&nhtemi uygulanarak bir dendoram gzilerek
gerceklestirilmistir ve seker pancar1 genotipleri arasindaki genetik iliski gosterilmistir.
Test edilen markdrlerin genotipleri kendi i¢inde gruplandirabildigi goriilmektedir.

Analiz sonucu Sekil 4.6. ve Grafik 4.5.'te g&Gterilmis ve degerlendirilmistir.
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B.vulgaris 2
B.vulgaris 1
f
B.vulgaris 6
B.vulgaris 7
B.vulgaris 11
B.vulgaris 9
B B.vulgaris 5
B.vulgaris 10
B.vulgaris 3
C B.vulgaris 8
B.vulgaris 4
0k {0.4

Sekil 4.6. Neigbour-joining yontemi ile ¢izilmis olan dendogram

Mark&lerin, 11 genotipi, benzerliklerine ve genetik iliskilerine gore 3 gruba
ayirdigr goriilmektedir (A,B ve C). 1, 2, 6 ve 7 numarali bireyler A grubunda, 11, 9, 5,
10 ve 3 numarali bireyler B grubunda, 8 ve 4 numarali bireyler C grubunda toplanmistir.
‘2-1,11-9,10 - 3 ve 8 — 4’ numarali bireylerin birbirlerine olan benzerlik oranlarinin,

diger bireylere gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
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Grafik 4.5. Genotiplerin birbirlerine olan uzaklik ve yakinliklarinin gosterimi

Bu grafikte genotiplerin birbirlerine olan uzaklik ve yakinlik iligkileri
gGsterilmektedir. B.vulgaris 1 genotipi ile B. vulgaris 9 genotipinin birbirine en uzak
bireyler oldugu goriilmektedir. Ayn1 sekilde B. vulgaris 10 genotipi ile B. vulgaris 4
genotipinin birbirine olan uzaklig diger bireylere gore fazladir.

Sekil 4.6.’da belirtilen birbirine benzerlik oranlar1 yiiksek olan bireylerin (2 — 1,
11 — 9, 10 — 3 ve 8 — 4), x ekseni dikkate alindiginda, bu grafikte birbirlerine yakin

oldugu goriilmektedir.

4.2.3. Test edilen markd&rlerin PIC degerleri

PIC (polimorfizm bilgi icerigi) degeri, bir markoriin polimorfizm oranini
belirtmektedir. PIC degerinin yiiksek olmasi mark&tn polimorfik olma durumunu, PIC
degerinin diisiik olmast markoriin polimorfik olmama durumunu belirtmektedir (Saal ve
Wricke, 1999). Mark&lerin PIC (polimorfizm bilgi igerigi) degeri hesaplanmis ve
Tablo 4.8.’de gosterilmistir.
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Tablo 4.8. Mark&lerin PIC degerleri

Markér Adi PIC Alel sayis1
MKBVCHR1-234 0.48 6
MKBVCHR2-2091 0.36 5
MKBVCHR3-1498 N 0
MKBVCHR4-1036 0.42 2
MKBVCHR5-1011 0.56 6
MKBVCHR6-4290 0.32 3
MKBVCHRY7-770 0.42 6
MKBVCHR7-3251 N 0
MKBVCHRS8-1822 0.46 3
MKBVCHR9-3048 0.58 6
Polimorfik Toplam alel 37
Polimorfik mark&r ortalama P1C/alel 0.45 4.62

Polimorfizm oramni yiiksek olan markorler kalin puntolarla gosterilmistir.
Polimorfik olmayan markérler kirmizi ve italik belirtilmistir.

PIC degeri yiiksek olan markdrler birden fazla alel tiretebilirken, PIC degeri ‘0’
olan markcler alel Cretememektedirler. Tablo 4.8.’de de oldugu gibi PIC degeri arttikca,
markoriin iiretiigi alel miktar1 da artmaktadir. Bir baska deyisle, PIC degeri yiiksek olan
markorler i¢in, islem sonucunda goriintii elde ederken, bant sayisi veya bant biiytikligi
olarak bireyler arasinda farkliliklar goriilmesi beklenmektedir. PIC degeri ‘0’ olan
markcrler ise monomorfik mark&lerdir ve bunlardan tek bir bant g&UntisU elde
edilebilmektedir.

‘MKBVCHR1-234’, ‘MKBVCHR2-2091°, ‘MKBVCHRS5-1011°,
‘MKBVCHR7-770° ve ‘MKBVCHR9-3048° markorleri polimorfizm orani yiiksek
mark&rlerdir ve ‘Gelistirilen SSR Markérlerinin Seker Pancart Genotiplerinde Test
Edilmesi’ boliimiinde bu markdrlerin kapiler goriintiileri degerlendirilmistir.

Bu calismada secilmis olan 10 SSR markorii i¢in ortalam PIC degeri 0.45 olarak
bulunmustur ve bu markérlerin tirettikleri toplam alel sayis1 4.62 olarak tespit edilmistir

(Tablo 4.8.).
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Beta vulgaris, tim diinyada seker ihtiyacim1 karsilamasindan dolayr ekonomik
Gheme sahip bir bitkidir. Bu Onemine ragman seker pancarinda yapilan markor
gelistirme veya mikrosatelit markor tespit calismalart smirlidir. Elimizde var olan
genetik bilgi arttik¢a yapilan galismalardan daha dogru ve daha verimli sonudar
alinabilecektir. Bu ¢alisma, seker pancar1 genomunun (var olan tim 9 kromozomunun),
mikrosatelit markdrleri tarafindan analizi ile bilim diinyasina O©nemli c¢iktilar
sunmaktadir.

SSR markoérleri, genetik ¢esitliligi incelemek igin iyi performans g&sterir,
kodominant markdrlerdir, genotiplenmesi 6zel laboratuar ekipmani gerektirmez ve
markSr destekli 1slah caligmalari i¢cin uygundur. Boylece SSR markorleri, markor
destekli 1slah ¢aligmalari i¢in uygun bir arag haline gelmektedir (Uncu ve ark., 2015;
Zhang ve ark, 2016) ve yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda markor bilgisi,
baglant:1 haritalari, QTL haritalama, cesitlilik analizi, genetik iligski analizi, istenilen gen
bolgelerinin belirlenebilmesi ve secilebilmesi gibi ¢alismalarin temel tas1 konumundadir.

Yapilmis olan g¢alisma kapsaminda, 75,172 SSR lokusu ve primer sekans
bilgisine sahip 48,736 SSR markori tespit edilmistir (ek veri dosyasi). Mark&ler,
fonksiyon analizi igin seker pancarinin tanimlanmig protein sekanslari ile blast
edilmistir ve anotasyon analizi ile olas1 protein fonksiyonlar tespit edilmistir (ek veri
dosyasi). Mark&-protein iliskilendirme ¢alismalart i¢in 6rnek olmasi bakimindan,
glutatyon i¢in tespit edilmis markorlerden 10 tanesi Tablo 4.7.” de gosterilmistir. Ayni
zamanda yapilan blast islemi sonucu markor sekanslari ile protein sekanslari
arasinda %30 oraninda eslesme goriilirken, %62 oraninda eslesme olmadig:
goriilmiistiir (Grafik 4.2.). Bu oranin, seker pancarinda sekanslanmig protein sayisinin
artmasiyla artabilecegi diisiiniilmektedir. Blast islemi, seker pancarinin var olan tiim
proteinleriyle degil, sadece erisebildigimiz ve sekanslanmis olan proteinler iizerinden
gerceklestirilmistir.

GMATA programu ile gelistirilmis olan SSR markdrlerinden 5 tanesi rastgele bir
bigimde segilerek, PCR islemi ile analiz edilmistir ve polimorfizm seviyelerine
bakilmistir. Bu markdorlerin primer sekanslart materyal metod kisminda Tablo 3.1.°de
gosterilmistir ve elde edilen sogular, sonuglar ve tartisma kisminda degerlendirilmistir.
Bu markédrlerden 8 tanesinin polimorfik, 2 tanesinin monomorfik oldugu tespit

edilmistir.



50

Yapilan PCR isleminin ardindan DARWIN programi kullanilarak bir dendogram
cizilmis ve markdrlerin, bireyler igin genetik iliski analizi yapilmistir. Analiz sonucunda,
polimorfik olan markorlerin, bireyleri birbirinden ayirt edebildigi, gruplandirabildigi ve
siniflandirabildigi goriilmiistiir. Yani tez kapsaminda test edilen polimorfik SSR
markorleri, seker pancari genotiplerinde cesitlilik veya genetik iliski analizlerinde
kullanilabilir haldedir.

Test edilen 10 mikrosatelit markoriiniin PIC degerleri hesaplanmistir ve
polimorfik olan markorlerin ¢ok sayida alel iiretebildikleri goriilmiistiir. PIC degerinin
‘0’ dan yiiksek olmasi, seker pancart genotpleri arasindaki genetik gesitliligin tespit
edilmesinde 6nemli bir degerdir. Ve bu tez kapsaminda gelistirilen 8 polimorfik markor,

bu amacign uygun bir hale gelmektedir.
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